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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Neuroblastom

1.1.1 Epidemiologie

Das Neuroblastom (NB) ist die am haufigsten innerhalb des ersten Lebensjahres
diagnostizierte Krebsart und gilt als der zweithaufigste solide Tumor im
Kindesalter weltweit (Aygun, 2018).

Neuroblastome sind neuroektodermale, embryonale Tumoren des
sympathischen Nervensystems. Betroffen sind zumeist junge Kinder mit einem
mittleren Erkrankungsalter von 14 Monaten (Simon et al., 2019). Wahrend der
GroRteil der betroffenen Kinder noch vor Eintritt in die Schule erkrankt, nimmt die
Erkrankungswahrscheinlichkeit bei alteren Kindern ab, und nur sehr selten sind
auch Erwachsene betroffen (Simon et al., 2019). Das Neuroblastom macht mit
10,5 Fallen pro einer Million Kindern in Europa und Nordamerika rund 10% der
Krebserkrankungen und 15% der krebsbedingten Todesfalle bei Kindern unter
15 Jahren aus (Whittle et al., 2017). Jungen haben eine um 40% hohere
Erkrankungsrate als Madchen (Erdmann et al., 2020). Insgesamt liegt die
Uberlebensrate fiir Erkrankte bei etwa 77% (Erdmann et al., 2020). Patienten mit
fortgeschrittenem Tumorstadium und hohem Risikoprofil haben jedoch trotz
einiger Therapiefortschritte der letzten Jahre eine schlechte Prognose (Erdmann
et al., 2020, Simon et al., 2019).

1.1.2 Atiologie

Die erstmalige wissenschaftliche Erwahnung eines Neuroblastoms Iasst sich ins
Jahr 1864 zurtckdatieren, wo es von Rudolf Virchow beschrieben wurde (Nieder
and Gauderer, 1991). Der Begriff ,Neuroblastom® wurde 1910 von James Homer
Wright eingefuhrt, der erstmalig die Abstammung des Tumors von primitiven
Neuralzellen beschrieb (Wright, 1910). Die rosettenformigen Tumorzellnester
werden noch heute ,Homer-Wright-Rosetten® genannt. Heute ist bekannt, dass
Neuroblastome tatsachlich ihren Ursprung in den Vorlauferzellen der Neuralleiste

finden (Simon et al., 2019). Unter physiologischen Umstanden wandern die
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Vorlauferzellen des sympathischen Nervengewebes im Laufe der embryonalen
Entwicklung aus und differenzieren sich zu spezifischem Gewebe (siehe Abb. 1)
(Whittle et al., 2017). Durch Defekte in diesem Vorgang der Migration und
Differenzierung kann es jedoch im Verlauf zur Entstehung von Neuroblastomen
kommen (Whittle et al., 2017).

Oberflachenektoderm

Neuralwiilste ‘

O
Neuralrohr

\ Neural-

leisten-
zellen

Neuralrinne {
Chorda dorsalis

Abb. 1: Schematische Darstellung des Neuralrohrs und der Neuralleiste. Die
Neuralleistenzellen wandern aus und differenzieren sich zu spezifischem Gewebe. (Schiinke et
al., 2012)

Trotz der langen Bekanntheit des Neuroblastoms ist die genaue Atiologie bis
heute nicht abschlieRend erforscht. Das Neuroblastom ist ein heterogener
Tumor, der verschiedene chromosomale und molekulargenetische Variationen
aufweisen kann. Vor allem durch die Forschungsergebnisse der letzten Jahre
haben sich einige ursachliche molekulare Merkmale und ihre Auswirkungen auf
die Prognose herauskristallisiert. Es kann zwischen dem familiaren und dem

sporadisch auftretenden Neuroblastom unterschieden werden:

Familiares Neuroblastom:

Der Grolteil der Neuroblastome tritt sporadisch auf, jedoch sind 1-2% aller NB
auf familiare Vererbung zurickzufuhren und folgen einem autosomal-
dominanten Erbgang (Ritenour et al., 2018). Das familiare NB wird insbesondere
mit Keimbahnmutationen im Gen der anaplastischen Lymphomkinase (ALK) oder
des Paired Like Homeobox 2B Gens (PHOXZ2B) assoziiert (Aygun, 2018,
Nakagawara et al., 2018). Mutationen im PHOX2B-Gen sind laut aktuellen
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Studien fur ca. 10% der familiaren Neuroblastome ursachlich (Ritenour et al.,
2018). Das ALK-Gen kodiert fur eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die durch
Punktmutationen konstitutiv aktiviert werden kann (Ritenour et al., 2018). Sie ist
fur ihre Rolle in der Entstehung verschiedener maligner Erkrankungen bekannt.
Mutationen in diesem Gen konnten in 75% der familiaren Neuroblastome als
pradisponierender Faktor identifiziert werden (Ritenour et al., 2018). Zusatzlich
ist das ALK-Gen in bis zu 8% somatisch mutiert, sodass es auch als eines der
am haufigsten somatisch mutierten Gene im sporadischen NB gilt (Ritenour et
al., 2018).

Sporadisches Neuroblastom:

Die sporadische Entstehung von Neuroblastomen tritt deutlich haufiger auf als
die familiare Form und scheint auf verschiedenen genetischen Faktoren zu
basieren.  Einige  dieser Faktoren konnten mittels genomweiter
Assoziationsstudien (GWAS) identifiziert werden und haben mittlerweile
prognostische Relevanz (Ritenour et al., 2018). Faktoren, welche die Entwicklung
sporadischer NB bewirken kdnnen, sind u.a. der Verlust oder Gewinn von Allelen,
die Aktivierung von Onkogenen und Veranderungen der Zellploidie. Wahrend
triploide Chromosomensatze und die Expression des Neurotrophin-Rezeptors
TrkA eine gunstigere Prognose bedeuten, sind strukturelle chromosomale
Aberrationen mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Hierzu zahlen u.a. 1p-
und 11g-Deletionen, der Gewinn von 17q und die Amplifikation des MYCN-
Protoonkogens. (Brodeur, 2003)

Die Amplifikation des zur Myc-Familie gehérenden Transkriptionsfaktors MYCN
kann bei 20-30% der NB festgestellt werden und wird mit einem aggressiven
Krankheitsverlauf und schlechten Uberlebensraten assoziiert (Chang et al.,
2020). MYCN spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation, Differenzierung und
dem Uberleben von Zellen in der ZNS-Entwicklung und wird durch
unterschiedliche Signalwege reguliert (Cheung and Dyer, 2013).

1.1.3 Klinik

Das Neuroblastom zeichnet sich durch einen sehr heterogenen
Krankheitsverlauf und die unterschiedliche Prognose der Patientengruppen aus.
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Der Verlauf variiert von spontaner Regression des Primartumors inklusive
Metastasen bis zu hoch aggressiven, therapieresistenten Tumoren in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Simon et al., 2019). Die Moglichkeit der
spontanen Regression von Neuroblastomen ohne die Notwendigkeit einer
therapeutischen Intervention ist insbesondere bei Sauglingen mit metastatischer
Ausbreitung bekannt (Brodeur, 2018). Die zugrundeliegenden Mechanismen der
Regression sind noch nicht abschlie3end geklart, jedoch konnte deren Haufigkeit
aufgrund einer hohen Dunkelziffer bedeutend hoher sein als bisher vermutet
(Brodeur, 2018). Aufgrund ihrer neuroektodermalen Abstammung entstehen die
meisten Neuroblastome entlang des sympathischen Grenzstranges oder im
Nebennierenmark. Insgesamt befinden sich ca. 46% der Primartumoren im
Bereich der Nebennieren, 18% intraabdominal entlang des Grenzstrangs, 14%
intrathorakal und die ubrigen Prozent u.a. im Becken oder zervikal (Swift et al.,
2018). Aufgrund von unspezifischen Symptomen besitzen etwa die Halfte aller
Patienten zum Diagnosezeitpunkt bereits Fernmetastasen. Diese befinden sich
zumeist in Knochenmark (86%), Knochen (62%), Lymphknoten (19%) oder Leber
(17%) (Simon et al., 2019). Je nach Lage und Ausbreitung des Primartumors und
der Metastasen sind erkrankte Kinder meist lange asymptomatisch oder zeigen
nur unspezifische Symptome. Ca. 40% aller Neuroblastome werden daher
zufallig, u.a. im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen, entdeckt (Simon et al.,
2019). Betroffene Patienten zeigen u.a. allgemeine Symptome wie
Gewichtsverlust, Abgeschlagenheit und Fieber (Simon et al., 2019). Bei
abdomineller Tumorlage kann es zu abdominellen Schmerzen, Obstipation und
Auftreiben des Abdomens mit palpabler Tumormasse kommen. Je nach
Lokalisation kdnnen zudem lagespezifische Symptome wie motorische und
sensible Ausfalle bei Tumorausdehnung im Bereich des Ruckenmarks,
Brilenhamatome bei Infiltration der Orbitae sowie Horner-Syndrom und
respiratorischen Storungen bei zervikaler oder thorakaler Ausbreitung
hinzukommen (Colon and Chung, 2011). In einigen Fallen kann es zu
paraneoplastischen Symptomen infolge der erhdhten Produktion vasoaktiver

Substanzen kommen (Colon and Chung, 2011).
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1.1.4 Diagnostik

Die Diagnose des Neuroblastoms lasst sich histologisch anhand einer
Tumorbiopsie oder zytologisch bei eindeutigem Knochenmarkbefall und
gleichzeitig erhohten Katecholamin-Metaboliten in Blut und oder Urin stellen
(Simon et al., 2019). Hierflr kdnnen verschiedene Testverfahren in Kombination
mit bildgebenden MalRnahmen zu Hilfe gezogen werden. Die Bestimmung der
Katecholamin-Metabolite Vanillinmandelsaure und Homovanillinsgure im
Spontanurin sowie die Bestimmung der Neuronenspezifischen Enolase (NSE) im
Serum sind haufig genutzte diagnostische Mittel. Als bildgebende Verfahren
dienen u.a. die abdominelle Sonographie, Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT), mit deren Hilfe sich Primartumoren und
etwaige Metastasen darstellen lassen. Ein Neuroblastom Iasst sich meist als eine
solide Raumforderung darstellen, die in 30-90% Kalzifizierungen enthalt. Typisch
fur das Neuroblastom ist das Umhullen oder Verdrangen von naheliegenden
Blutgefalien. (Simon et al., 2019)

Zusatzlich ist die I-MIBG-Szintigraphie von gro3em Nutzen fur Diagnose und
Staging des Neuroblastoms. Metaiodobenzylguanidin (MIBG) ist ein Analogon
des Neurotransmitters Norepinephrin und wird von neuroendokrinen Zellen und
somit auch von den meisten Neuroblastomzellen aufgenommen. Durch die
Markierung von MIBG mit radioaktivem lod lasst sich so ein Grofteil der
Neuroblastome darstellen (Bleeker et al., 2015). Die eindeutige Diagnose des
Neuroblastoms lasst sich mittels histologischer Aufarbeitung von Tumorgewebe
stellen. Neuroblastome werden aufgrund ihrer kleinen Zellen mit runden,
chromatindichten Zellkernen zu den malignen Rundzelltumoren gezahlt (Swift et
al., 2018). Im Hinblick auf das Staging und die Erstellung eines adaquaten
Therapieschemas konnen im Verlauf weitere Tumorbiopsien,
Knochenmarksuntersuchungen, immunzytologische Untersuchungen und
molekulargenetische Analysen hinzugezogen werden (Simon et al., 2019). Da
Screeningprogramme insbesondere frihe Erkrankungsstadien mit Tendenz zur
spontanen Regression entdeckten, schienen sie die Mortalitat des
Neuroblastoms nicht zu senken und werden daher bisher nicht empfohlen
(Schilling et al., 2002).

10
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1.1.5 Staging

Fur das Staging von Neuroblastomen existieren zwei unterschiedliche
Klassifikationssysteme, die oft in Kombination genutzt werden. Das ,International
Neuroblastoma Risk Group Staging System® (INGRSS) ermdglicht das Staging
bereits vor der Therapie, wahrend das altere ,International Neuroblastoma
Staging System® (INSS) fur die Stadieneinschatzung nach der Therapie
entwickelt wurde. Hierfur werden beim INRGSS bestimmte radiologisch definierte
Kriterien, sogenannte ,Image Defined Risk Factors® (IDRF) genutzt, die durch
bildgebende Verfahren untersucht werden (Swift et al., 2018). In der folgenden
Abbildung 2 wird die Stadieneinteilung des Neuroblastoms anhand der beiden

Klassifikationssysteme dargestellt.

11
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INSS INRGSS

1 Lokalisierter Tumor nach kompletter Resektion L1 Lokalisierter Tumor ohne Nachweis von IDRF
mit oder ohne mikroskopische Reste, und begrenzt auf eine Kérperhohle
reprasentative ipsilaterale und kontralaterale
Lymphknoten mikroskopisch frei von Tumor,
dem Tumor anhdngende Lymphknoten kénnen
infiltriert sein.

Makroskopisch entfernte Mittellinientumoren
ohne Lymphknoteninfiltration werden als
Stadium 1 klassifiziert.

2A | Lokalisierter Tumor nach inkompletter
Entfernung, reprasentative nichtadharente
Lymphknoten mikroskopisch frei von Tumor.

2B | Lokalisierter Tumor nach kompletter oder
inkompletter Resektion, Nachweis einer
Infiltration von ipsilateralen, nichtadharente
Lymphknoten, kontralaterale nichtadharente
Lymphknoten frei von Tumor

L2 Lokalisierter Tumor mit Nachweis von einem
oder mehreren IDRF

3 Nicht resektabler unilateraler Tumor mit
Ausdehnung liber die Mittellinie mit oder ohne
Infiltration der regionalen Lymphknoten;

oder lokalisierter Tumor mit Infiltration der
kontralaterale nichtadhadrenten Lymphknoten;

oder Mittellinientumor mit bilateraler
infiltrativer Ausdehnung oder
Lymphknoteninfiltration.

(Die Mittellinie ist definiert als die kontralaterale
Begrenzung der Wirbelsaule.)

4 Metastasierung in Fernlymphknoten, Knochen, M Nachweis von Fernmetastasen (auRer Stadium
Knochenmark, Leber, Haut und/oder andere MS)
Organe, die nicht der Definition des Stadium 4S
entspricht.

45 Lokalisierter Tumor Stadium 1, 2A oder 2B mit MS Metastatische Erkrankung bei Kindern im Alter
Metastasierung in Leber, Haut oder <18 Monate mit Metastasen begrenzt auf
Knochenmark (maximal 10%, nicht detektierbar Haut, Leber und Knochenmark.

in der MIBG Szintigraphie) bei Sduglingen < 1
Jahr bei Diagnosestellung

Multifokale Tumoren werden entsprechend der Multifokale Tumoren werden entsprechend der
Ausdehnung des groBten Tumors klassifiziert. Das Ausdehnung des groRten Tumors klassifiziert.
Stadium wird als M gekennzeichnet, beispielsweise 3M

Abb. 2: Klassifikationssysteme des Neuroblastoms. Das INSS gilt nach chirurgischer
Resektion, wahrend das neuere INRGSS schon vor der Therapie genutzt werden kann. (,INSS
und INRG Stadieneinteilung des Neuroblastoms”, Deutsche S1-Leitlinie 025-008 Neuroblastom
(Simon et al., 2019))

12
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1.1.6 Therapie und Prognose

Das Therapieschema fur NB-Patienten folgt einem komplexen System, welches
auf der Einteilung in Gruppen mit niedrigem, mittlerem und hohem Risiko beruht
(siehe Abb. 3) (Swift et al., 2018). Diese Gruppeneinteilung beruht auf den durch
die INSS/INRGSS bestimmten Erkrankungsstadien in Zusammenschau mit
Risikofaktoren wie dem Patientenalter bei Diagnosestellung, Tumorhistologie
sowie biologischen und genetischen Aspekten des Tumors. Zwischen den drei
Risikogruppen unterscheiden sich die Therapieintensitat und -dauer sowie die
Prognose deutlich. Als ungunstige prognostische Faktoren gelten ein Alter von
>18 Monaten bei Diagnosestellung, eine vorhandene Amplifikation des MYCN-
Gens und der Nachweis von Fernmetastasen (Simon et al., 2019). Wahrend sich
der Trend bei Patienten mit niedrigem Risiko in den letzten Jahren zunehmend
zur Reduktion der Therapieintensitat entwickelte, wird die multimodale Therapie
fur Hochrisikopatienten aufgrund der unzureichenden Therapieerfolge und
niedrigen Langzeitiberlebensraten weiter intensiviert (Maris, 2010).

Risk MYCN Stage* Age at Overall Current treatment approach
amplification diagnosis survival (%)
Low risk No 4S <12months  >91 + 2* Supportive care
No Locoregional <21years >95* Surgery £ chemotherapy®
Intermediate  No 4 <18months  89+2* Surgery and moderate intensity
risk chemotherapy
High risk Yes Locoregional <21years 53+4* Dose-intensive chemotherapy,

surgical resection of residual

Yes o <18months  29:4* primary tumour, radiation to
Yes or no 4 >18months  31+1% primary and resistant metastatic
and sites, myeloablative therapy with
<21years autologous stem cell rescue, anti-GD2
immunotherapyand 13-cis-retinoic
No 4 >12years <10l -

Abb. 3: Einteilung von Neuroblastompatienten in drei Risikogruppen. Das
Therapieschema und die Uberlebenswahrscheinlichkeit von NB-Patienten variiert je nach
vorhandenen Risikofaktoren. (“Survival from neuroblastoma is influenced by tumour MYCN

status, stage and age at diagnosis”, (Cheung and Dyer, 2013))

Patienten der geringen Risikogruppe, die einer therapeutischen Intervention
bendtigen, werden zumeist operativ behandelt. Eine Chemotherapie ist in den
meisten Fallen nicht indiziert (Hero et al., 2008). Bei Patienten der mittleren
Risikogruppe wird ebenfalls die operative Tumorresektion angestrebt, ggfs. in
Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie (Simon et al., 2019). Die

13
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Hochrisikogruppe erfordert dagegen multimodale Therapiekonzepte mit hoher
Intensitat und Dauer. Die Therapieschemata umfassen hier u.a. hochdosierte
Chemotherapien, autologe Stammzelltransplantation, operative Tumorresektion,
Strahlentherapie, I-MIBG-Therapie und Immuntherapie (Simon et al., 2019). Es
besteht eine groRe Diskrepanz zwischen der sehr guten Prognose fur
Patientengruppen mit geringem Risikoprofil und den deutlich schlechteren
Uberlebenswahrscheinlichkeiten fir die Patienten mit hohem Risikoprofil und
starker Therapiebelastung. In der niedrigen und mittleren Risikogruppe sind die
Therapieerfolge sowie das Langzeituberleben mit >95% und 80-95% sehr gut
(Swift et al., 2018). Die Uberlebensrate bei Patienten der Hochrisikogruppe
betragt jedoch lediglich hochstens 50% (Simon et al., 2019). Etwa die Halfte aller
an Neuroblastom erkrankten Kinder zahlen zu dieser Risikogruppe und die
Gesamtuberlebensrate bei Neuroblastomrezidiven liegt weitaus niedriger
(Whittle et al., 2017).

1.1.7 Immuntherapie des Neuroblastoms

Neuroblastome konnen sich dem Immunsystem und somit der Detektion durch
T-Zellen und natilrliche Killerzellen durch eine immunsuppressive
Tumorumgebung entziehen. Den Tumorzellen gelingt dies beispielsweise durch
die Herunterregulierung von Erkennungs- und Adhasionsmolekuilen, der
Rekrutierung von Gewebsmakrophagen sowie der Expression von Proteinen zur
T-Zell-Inhibition (Cheung and Dyer, 2013).

Die meisten Neuroblastomzellen exprimieren unabhangig vom Stadium der
Erkrankung das Disialogangliosid 2 (GD2) ubiquitar auf ihrer Zelloberflache,
wahrend es von normalem Gewebe kaum exprimiert wird (Sait and Modak,
2017). Aufgrund dieser Tatsache eignet sich GD2 gut als potenzielles Ziel fur
eine Immuntherapie. Patienten mit Behandlung mit dem GD2-Antikorper
Dinutuximab zeigen eine signifikante Verbesserung der Gesamtuberlebensrate
(Sait and Modak, 2017). Auch die Kombination des GD2-AK mit Zytokinen und
die Behandlung von NB-Rezidiven mit Dinutuximab lie3en in den vergangenen
Jahren auf ein verbessertes Uberleben hoffen (Mohd et al., 2023). Trotz der
vielversprechenden therapeutischen Ergebnisse gibt es gewisse Limitationen fur
die Immuntherapie. Zu den haufigsten Nebenwirkungen nach Therapie mit Anti-

14
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GD2-Antikorpern gehdren starke neuropathische Schmerzen,
Aminotransferasenerhohung, Anamie, Capillary-Leak-Syndrom, Diarrho,
Erbrechen, Neutropenie, Thrombozytopenie und Fieber (Mueller et al., 2018,
Nazha et al., 2020). Neben der Anti-GD2-Therapie gibt es Studien zu alternativen
Ansatzpunkten fur die Immuntherapie des Neuroblastoms, sodass die
Entwicklung weiterer immuntherapeutischer Ziele in Zukunft wahrscheinlich ist.
Als potentielles Ziel fur Impfungen oder spezifische zytotoxische T-Zellen wird
u.a. das MYCN-Protoonkogen beforscht (Ruiz-Pérez et al., 2017).

1.2 Molekularbiologische Grundlagen des Neuroblastoms

Aufgrund der komplexen Entstehungsmechanismen und Molekulargenetik von
Neuroblastomzellen soll hier ein Uberblick Uber die wichtigsten
molekularbiologischen Aspekte gegeben werden, die in dieser Forschungsarbeit

behandelt werden.

1.2.1 MYCN-Protoonkogen

N-Myc (auch genannt MYCN) gehort zur Familie der Myc-Protoonkogene, die fur
Transkriptionsfaktoren vielschichtiger zellularer Prozesse kodieren. Als Mitglied
der Myc-Familie spielt MYCN eine regulatorische Rolle bei Mechanismen des
Zellwachstums, der Apoptose und der Zelldifferenzierung sowie bei der
Entstehung von Krebserkrankungen. Physiologischerweise ist MYCN zudem an
der Regulation des Zellzyklus und des Energiestoffwechsels der Zelle beteiligt.
(Ruiz-Pérez et al., 2017)

MYCN-Dysregulation konnte speziell in Assoziation zu malignen Erkrankungen
der Kindheit, insbesondere auch zum Neuroblastom, beobachtet werden (Ruiz-
Pérez et al.,, 2017). Sie konnte beim Neuroblastom als treibender Faktor fur
Tumorzelliberleben und -proliferation, Metastasierung und Angiogenese
identifiziert werden und steht in direktem Zusammenhang mit schlechter
Prognose und Therapieversagen (Huang and Weiss, 2013). Zusatzlich scheint
die Uberexpression von MYCN Gene zu unterdriicken, die fir Zelldifferenzierung,
Zellzyklusregulation und die Detektion von Tumorzellen durch das Immunsystem
zustandig sind (Huang and Weiss, 2013).
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1.2.2 Disialogangliosid 2

Disialogangliosid 2 (GD2) gehort zu den Gangliosiden und wird der Gruppe der
Glykosphingolipide zugeordnet. Nach der zellinternen Synthese werden
Ganglioside an die Zellmembran transportiert, wo sie als Oberflachenproteine die
Signaltransduktion und Zellkommunikation beeinflussen und der Adhasion
dienen. Die meisten Ganglioside werden weit verbreitet von verschiedenen
Geweben und Zelltypen exprimiert und erfullen variable biologische Funktionen.
GD2 im Gegensatz wird normalerweise fast ausschliel3lich von Zellen des ZNS
und peripheren Nervenzellen sowie Hautmelanozyten ausgebildet. Wie auch
andere Ganglioside ist GD2 vermutlich an der Zellkommunikation beteiligt, die
genaue physiologische Funktion scheint aber bis heute nicht vollstandig
verstanden zu sein. (Nazha et al., 2020)

Zusatzlich zu der spezifischen physiologischen Expression wird GD2 auch von
einer Vielzahl embryonaler Tumoren gebildet. Mit geschatzten 5-10 Millionen
Molekulen je Zelle zeigen die meisten Neuroblastomzellen eine hohe Anzahl an
GD2-Molekulen, wobei die Expression unabhangig vom Krankheitsstadium zu
sein scheint (Sait and Modak, 2017). Neben Neuroblastomen zeigen u.a. auch
Retinoblastome, Ewing-Sarkome, bestimmte Hirntumoren und Brustkrebszellen
eine GD2-Expression (Sait and Modak, 2017). Im Rahmen von
Krebserkrankungen geht eine GD2-Expression mit erhohter
Tumorzellproliferation, Migration, Invasion und Apoptoseresistenz einher (Nazha
et al., 2020). Durch die eingeschrankte Expression in physiologischem Gewebe
und Uberexpression in kanzerogenem Gewebe ist GD2 ein attraktives Ziel in der

Krebstherapie.

1.3 Mechanismen der Apoptoseregulation und Zellzykluskontrolle
1.3.1 NFxB

NF«B (,Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells®) ist eine
Familie von in den meisten Saugetierzellen vorkommenden
Transkriptionsfaktoren, die in eine grof3e Vielfalt von zellularen Prozessen

eingebunden sind. NFkB spielt eine essenzielle Rolle in der adaptiven und
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angeborenen Immunantwort sowie in der Apoptose und Zellproliferation durch
Regulation der Expression von Zielgenen wie Interleukin-1 (IL-1) und Interferon-
y sowie Regulatorproteinen des Zellzyklus (Cyclin D1, D2, D3 und E) und der
Apoptose (Proteine der Bcl-2-Familie) (Tergaonkar, 2006, Dolcet et al., 2005).
Ein breites Spektrum an Stimuli fungiert als NFkB-Aktivatoren. Zu ihnen zahlen
Ausloser von zellularem Stress sowie verschiedenste Zelloberflachenrezeptoren
und Wachstumsfaktoren (Tergaonkar, 2006). Die Schnelligkeit des NFxB-
Signalweges erlaubt den Zellen eine prompte Reaktion auf Umgebungsstimuli
durch Veranderung der Expression von Zielgenen (Dutta et al., 2006). NF«B ist
der Oberbegriff fur dimere Transkriptionsfaktoren der NFkB/Rel-Familie (Dutta et
al., 2006). In Saugetierzellen konnten funf verschiedene Proteine der NFkB/Rel-
Familie identifiziert werden, die sich in zwei Subgruppen einteilen lassen (siehe
Abb. 4): Die Rel-Gruppe mit den Mitgliedern RelA (auch p65), RelB und c-Rel
zeichnet sich durch ihre C-terminale Transaktivierungsdomane (TA) aus. Die
Mitglieder der NFxB-Gruppe, p105 und p100, werden durch limitierte Proteolyse
zu den aktiven Formen p50, bzw. p52 gespalten (Gilmore, 2006). Die Mitglieder
beider Gruppen formen Homo- und Heterodimere untereinander und erreichen
so eine grol3e Vielfalt an Zielgenen, deren Transkription sie regulieren (Gilmore,
2006).

=1z _RHD = TA) RelB

—_ RrHD __F—=TA) RelA/65
_-m__® C-Rel
= RHD F—— p50
== RHD F—= p52

Abb. 4: Die fiinf Mitglieder der NFkB/Rel-Familie. Abbildung tibernommen von Vinay
Tergaonkar (,DNA binding units®, (Tergaonkar, 2006)). Die Proteine der NFxB/Rel-Familie
zeichnen sich durch die sogenannte ,Rel-homology-region“ (RHR) aus. Die RHR enthalt eine
Kernlokalisierungssequenz (,nuclear localisation sequence®, NLS), die die Translokalisation in
den Zellkern ermdglicht und gleichzeitig der Dimerisierung, DNA-Bindung und Interaktion mit

inhibitorischen IkB-Proteinen dient (Karin and Ben-Neriah, 2000).

17



Einleitung

NFxB-Aktivierung:

Die NF«B-Aktivierung kann Uber verschiedene Signalwege erfolgen, von denen

der kanonische (klassische) Signalweg und der nicht-kanonische (alternative)

Signalweg am besten beforscht sind. Wahrend der nicht-kanonische Signalweg

vor allem die Aktivierung eines p52/RelB Heterodimers bewirkt, bringt der

kanonische Signalweg u.a. den p50/RelA Dimer hervor, welcher der haufigste

Vertreter der zellularen NFxB-Transkriptionsfaktoren ist (Gilmore, 2006). In

inaktivem Zustand liegen die Transkriptionsfaktoren an inhibitorische I«xB-

Proteine gebunden im Zytoplasma der Zelle vor. Durch die Bindung der IxB-

Proteine wird die Kernlokalisierungssequenz (NLS) der Transkriptionsfaktoren

blockiert und die Translokation in den Zellkern verhindert.

Canonical Pathway

Non-canonical Pathway

Proteasomal
degradation
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Abb. 5: Schematische Abbildung der NFkB-Signalwege. Die Aktivierung von NFkB

kann Uber den kanonischen oder nicht-kanonischen Signalweg erfolgen. (,NF-xB signal

transduction pathways”, Ubernommen und modifiziert nach T.D. Gilmore (Gilmore, 2006))
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Der kanonische Signalweg fungiert Uber den Abbau der inhibitorischen IkxB-
Proteine nach Phosphorylierung durch einen IkB-Kinase (IKK) -Komplex. Die
Aktivierung dieses Signalweges erfolgt u.a. nach Stimulation durch TNF-
Rezeptoren, Interleukinrezeptoren und T- und B-Zellrezeptoren (Tergaonkar,
2006). Der IKK-Komplex setzt sich aus den katalytischen Untereinheiten IKKa
(IKK1) und IKKB (IKK2) und Dimeren der regulatorischen Untereinheit IKKy (auch
genannt ,NFxB essential modulator, NEMO) zusammen. Die Aktivierung erfolgt
hierbei durch die Phosphorylierung der Untereinheiten an Serin- oder Threonin-
Resten. Der aktivierte IKK-Komplex induziert den Abbau der NFkB-inhibierenden
IkB-Proteine, sodass die NFkB-Molekule anschliel3end aufgrund ihrer nun freien
NLS in den Kern diffundieren kdnnen (Karin, 1999). Zusatzlich durchlaufen die
NF«kB-Proteine Modifikationen wie Phosphorylierung und Acetylierung, die ihnen
im Zellkern die Bindung an spezifische Promoter ermoglichen (Tergaonkar, 2006)
(siehe Abb. 5). Die Aktivierung von NFkB verlauft bei kontinuierlicher
Stimulierung durch wiederholten Abbau und Resynthese von |kB-Proteinen
zumeist zyklisch (Gilmore, 2006).

Der nicht-kanonische Signalweg ist essenzieller Bestandteil der Entwicklung
lymphoider Organe, fur den bisher nur wenige Stimuli identifiziert werden
konnten. Zu ihnen zahlen Lymphotoxin-R (LTR) und B-Zell Aktivierungsfaktor
(BAFF). Die Aktivierung des alternativen, lediglich aus IKKa bestehenden IKK-
Komplexes, erfolgt hier uUber die ,NFkB-inducing-kinase“ (NIK). Die beiden
Signalwege unterscheiden sich in ihren aktivierenden Stimuli, den beteiligten
Enzymen und der Zusammensetzung des IKK-Komplexes. (Tergaonkar, 2006).
Aufgrund der Beteiligung an einer derart groRen Bandbreite zellularer Prozesse
geht die Dysregulation von NFkB mit einer grol3en Anzahl humaner Pathologien,
wie beispielsweise entzundlichen Erkrankungen, Alzheimererkrankungen und
auch Krebserkrankungen einher (Tergaonkar, 2006). In verschiedenen
Malignomen konnte bereits ein konstitutiv aktivierter NFkB-Signalweg
nachgewiesen werden (Dolcet et al., 2005). Als wichtiger Spieler in der
Krebsentwicklung und Zellzykluskontrolle ist die potenzielle Beeinflussung des

NF«kB-Signalweges daher ein zentraler Punkt dieser Forschungsarbeit.
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1.3.2 EGF-Rezeptor

Der Epidermal growth factor Rezeptor (EGFR) gehort zur Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen und ist als Wachstumsfaktorrezeptor in die Regulation der
Zellproliferation und des Zellzyklus involviert. EGFR-Uberexpression lasst sich in
vielen Tumoren nachweisen, wo sie u.a. beschleunigtes Tumorwachstum,
Metastasierung und die Entwicklung von Medikamentenresistenzen fordert
(Sabbah et al., 2020).

Der EGFRist ein Transmembranrezeptor und kann Uber verschiedene Liganden,
wie dem Epidermal growth factor (EGF) und Transforming growth factor (TGF-)
aktiviert werden (Sabbah et al., 2020). Durch Ligandenbindung wird die Homo-
und Heterodimerisierung des Rezeptors in Gang gesetzt, welches zur Aktivierung
der intrinsischen Tyrosinkinase und Autophosphorylierung fihrt. Uber diesen
Prozess konnen, wie in Abb. 6 dargestellt, zentrale Signalkaskaden wie die
RAS/MAPK- (RAS/Map-Kinase), PI3K/Akt- (Phosphoinositid-3-Kinase/Akt) und
JAK/STAT-Kaskaden (Januskinase/ signal transducers and activators of
transcription) als einige der essenziellen Schaltstellen fiir Zellwachstum aktiviert
werden (Brand et al., 2013). Am Ende dieser Signalkaskaden stehen
Transkriptionsfaktoren wie NFxB, welche die Transkription unterschiedlicher
Zielgene im Nukleus steuern (Jiang et al., 2017). Eine EGFR-induzierte NF«B-
Aktivierung geschieht u.a. mithilfe von Kaspase- und Protease-abhangigen
Proteinkomplexen (Jiang et al., 2017). Induktion des NF«B-Signalweges uber
den EGFR fuhrt zur Aktivierung von Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D1 und
folgender Phosphorylierung des als Tumorsuppressor fungierenden
Retinoblastomproteins und kontrolliert so wichtige Knotenpunkte des Zellzyklus
(Biswas et al., 2000). Obwohl der EGFR lange Zeit hauptsachlich als
Plasmamembranstandiger Rezeptor galt, kann durch bestimmte Stimuli seine
Internalisierung und der Transport zum Nukleus initilert werden, wo er als Ko-

Transkriptionsfaktor unterschiedlicher Gene fungiert (Brand et al., 2013).
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Abb. 6: Schematische Abbildung der EGFR-Aktivierung. Die Aktivierung des EGFR
setzt verschiedene Signalkaskaden in Gang und steuert Zelliiberleben und Proliferation.
(Ubernommen nach Li et al. (Li et al., 2020))

1.4 Kigelia africana

1.4.1 Grundlagen

Die zur Familie der Trompetenbaumgewachse gehorende Kigelia africana (Lam.)
Benth. (KA) ist ein bis zu 20 m hoher Baum, der weit verbreitet Uber den
afrikanischen Kontinent und Indien wachst. Kigelia pinnata (Jacq.) DC,
Worsboom und Balmkheera sind nur einige der zahlreichen Namen, die diese
Pflanze im Laufe der Jahre erhalten hat (Houghton and Jager, 2002, Saini et al.,
2009).

Bekanntheit erlangte die KA durch ihre Frlichte, denen sie aufgrund ihrer braunen
Farbe und langlichen Form auch den Namen ,Sausage Tree“ oder
.Leberwurstbaum® verdankt. Die Fruchte erreichen eine beachtliche Lange von
60 cm und haben ein durchschnittliches Gewicht von 4 kg (Saini et al., 2009). Die
glockenformigen Bliten mit einem Durchmesser von bis zu 10 cm haben eine

orange-rote, bis violette Farbe (Singh et al., 2018). Die Kigelia africana hat eine
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lange Geschichte als traditionelle Heilpflanze und wird vor allem in Afrika auch
heute noch fur die Herstellung medizinischer Heilmittel genutzt. Hierfur werden
verschiedenste Bestandteile des Baumes, inklusive der Frichte, Samen, Blatter,
Rinde, Wurzeln und Bluten verwendet (Saini et al., 2009, Singh et al., 2018).
Diese werden zu Salben, Pulvern, Extrakten und Getranken verarbeitet, die
sowohl oral eingenommen werden als auch der aufderen Anwendung dienen. In
der traditionellen Medizin werden diese Mittel gegen Erkrankungen des
Verdauungstraktes, rheumatische Beschwerden, Psoriasis sowie zur
Unterstutzung der Wundheilung und fur die Hautpflege und als Aphrodisiakum
genutzt (Bello et al.,, 2016). Weitere in der Literatur beschriebene
Anwendungsgebiete sind u.a. die Behandlung von sexuell Ubertragbaren
Krankheiten, Pilzerkrankungen der Haut, Bandwurminfektionen,
gynakologischen Beschwerden und Hautkrebs (Houghton and Jager, 2002).

1.4.2 Pharmakologisches Potential

Aufgrund des therapeutischen Nutzens der KA in der traditionellen Medizin gibt
es bereits unterschiedlichste Belege fur das pharmakologische Potenzial dieser
Pflanze. Die analgetische, antipyretische, hepatoprotektive, antidiabetische,
antiinflammatorische, aphrodisierende und fertilitatssteigernde Wirkung der KA
konnte in Tierversuchen nachgewiesen werden und zeigte signifikante und
zumeist dosisabhangige Effekte (Singh et al., 2018).

Die antibakterielle und antifungale Aktivitat verschiedener Extrakte wurde im
Vergleich mit gangigen Antibiotika getestet und ergab signifikante Wirkung vor
allem gegen Gram-positive Erreger (Singh et al., 2018). Dies belegt den
traditionellen Nutzen der Pflanze zur Unterstitzung der Wundheilung sowie fur
verschiedene bakterielle und fungale Infektionen. Die nachgewiesene
hepatoprotektive Wirkung bei Mausen mit Leberschaden basiert vermutlich auf
der antioxidativen Eigenschaft von KA-Bestandteilen (Olaleye and Rocha, 2008).
Die von Singh et al. (2018) beschriebenen antidiabetischen Effekte konnten
bereits in weiteren Studien nachgewiesen werden: Aus Kigelia africana
hergestellte Extrakte zeigten eine deutliche Senkung des Blutzuckerspiegels bei
diabetischen Mausen, sowie gesenkte Cholesterin- und Triglyceridwerte (Kumar
et al, 2012, Njogu et al, 2018). Verschiedene pharmakologische
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Untersuchungen liefern zusatzliche Nachweise fur die antiinflammatorische,
analgetische, antioxidative und die antikanzerogene Wirkung der verschiedenen
Bestandteile der Kigelia africana (Bello et al., 2016). In den letzten Jahren ist das
Interesse an der Kigelia africana auch in der Kosmetikbranche gewachsen (Bello
et al., 2016). Grunde hierfur konnten der traditionelle Nutzen der
Pflanzenextrakte mit dermatologischer Anwendung und die
antiinflammatorischen Effekte der Pflanze sein.

1.4.3 Antineoplastische Wirkung

Ein besonderes Interesse in der Krebsforschung weckte die traditionelle
Behandlung von Hautkrebs mit Extrakten der Kigelia africana (Singh et al., 2018,
Higgins et al., 2010). KA-Rinden-Extrakt Ubte einen signifikanten, inhibitorischen
und dosisabhangigen Effekt auf verschiedene Melanomzelllinien aus (Houghton
etal., 1994). Die in vitro Zytotoxizitat der KA gegen Melanomzelllinien und andere
Tumorzelllinien konnte inzwischen durch weitere Studien belegt werden (Higgins
et al., 2010, Jackson et al., 2000). Auch andere onkologische Studien befassen
sich mit der antineoplastischen Wirkung von Kigelia africana bei verschiedenen
Krebserkrankungen. Unter Behandlung mit aus KA-Samen gewonnenem Ol
konnte das Zellwachstum von Kolon-Adenokarzinomzellen und humanen
embryonalen Nierenzellen dosisabhangig gehemmt werden, ohne dass ein
vermehrter Zelltod auftrat (Chivandi et al., 2012). Es liel3 sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Wachstumshemmung der tumoralen Zellen und der
Hemmung der nichttumoralen Nierenzellen feststellen (Chivandi et al., 2012). In
2016 gelang der Nachweis, dass mittels KA-Fruchtextrakten die Apoptose von
humanen Kolonkarzinom-Zellen (HCT116-Zellen) in vitro ausgeldst werden
konnte (Guon and Chung, 2016). Auch in der Brustkrebsforschung wurde man
bereits auf die vielversprechenden Wirkungen der Kigelia africana aufmerksam.
Einige Bestandteile eines aus den KA-Frichten gewonnenen Extraktes zeigten
proliferationshemmende Wirkungen auf MCF-7 Brustkrebszellen (Yani et al.,
2018). Zuletzt gelang der Nachweis, dass die Behandlung mit KA-Extrakten die
Proliferation von Neuroblastomzellen im Stadium 4 hemmt und deren Apoptose
induziert (Ahrens et al., 2022).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das Neuroblastom ist eine der relevantesten malignen Erkrankungen des
Kindesalters. Kinder in der Hochrisikogruppe erwartet eine intensive,
multimodale Therapie und eine immer noch erschreckend ungunstige Prognose.
Die Entwicklung alternativer Therapieansatze bleibt daher von grofter
Bedeutung fur die Betroffenen. Das medizinische Potential der Kigelia africana
ist unter indigenen Volkern bereits seit Jahrhunderten bekannt und geschatzt.
Diese Arbeit befasst sich mit der potenziell antineoplastischen Wirkung eines
Kigelia africana Fruchtextraktes auf Neuroblastomzellen des Stadiums 3. Auf
molekularer Ebene lassen sich u.a. NFkB-, EGFR- und GD2-Expression als
einige wichtige Treiber der Malignitat im NB identifizieren. Diese Neuroblastom-
assoziierten Rezeptoren und Oberflachenmolekule sowie die Beeinflussbarkeit
ihrer Expression spielen eine zentrale Rolle in dieser Forschungsarbeit.
Besonderes Interesse galt der Untersuchung der Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion in Tumorzellen und dem Vergleich mit nichtneoplastischen
Zellen. Dafur wurden die Vitalitdt und die Apoptose verschiedener Zelllinien
mittels Biolumineszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Um die potenzielle
Rolle von NFkB als Wirkungsmechanismus in KA-behandelten Tumorzellen zu
evaluieren, wurden Western Blots durchgefuhrt. Die Lokalisierung von p65,
EGFR und GD2 wurde durch Immunfluoreszenz visualisiert. Um eine mogliche
Beeinflussung der Prozesse der MYCN-Regulation in den Tumorzellen zu
evaluieren, wurden fur diese Arbeit Tumorzelllinien mit unterschiedlichem MYCN-

Amplifikationsstatus ausgewahilt.

Diese Arbeit soll neue Informationen Uber die komplexe Wirkungsweise der
Kigelia africana liefern und ihre Wirkung auf Neuroblastomzellen im Stadium 3
beurteilen. Die gewonnenen Einblicke konnten helfen die Forschung an
supportiven Therapieoptionen fur Neuroblastome voranzutreiben, die trotz
intensiver Therapie weiterhin durch Immunevasion, Verbleib residualer
Tumorzellen und Ausbildung von Therapieresistenzen eine grolde

Behandlungsherausforderung darstellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Laborgerate

GERAT

HERSTELLER

Biofuge stratos

Centrifuge 5430 R

Centrifuge 5804 R

Centrifuge 5810

Elektrophoreskammer (Mini-Protean
Tetra System)

FlexStation® 3, Multi-Mode Microplate
Reader

MCO-19AIC(UV)-PE Brutschrank

Medical Film Processor SRX-101A

Olympus I1X50 Mikroskop

PowerPac 1000 Electrophoresis Power

Supply
Schiuttelwasserbad 1083

Thermomixer comfort

Tabelle 1: Genutzte Laborgerite

Heraeus Instruments (Hanau,
Deutschland)

Eppendorf SE (Hamburg,
Deutschland)

Eppendorf SE (Hamburg,
Deutschland)

Eppendorf SE (Hamburg,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Kalifornien,
USA)

Molecular Devices (Kalifornien, USA)

Panasonic (Tokyo, Japan)

Konica Minolta Medical & Graphic Inc.
(Tokyo, Japan)

Olympus SE (Hamburg, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories (Kalifornien,
USA)

GFL Technology (Burgwedel,
Deutschland)

Eppendorf SE (Hamburg,
Deutschland)

(Alle Gerate wurden am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf verwendet.)

3.2 Verbrauchsmaterialien

MATERIAL

HERSTELLER

Eppendorf Safe-Lock Tubes (1,5ml, 2ml)

Eppendorf SE
Deutschland)

(Hamburg,
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Flow Cytometry Tubes (5ml)
Nitrilhandschuhe (Gr. S)
Pipettenspitzen  (10pl,

1000pl)

100,

200ul,

Polypropylenrohrchen fur FACS (5ml)

TC-Schale 100

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)
Zellkulturplatten (6-Well,
96-Well)

Zentrifugenrohrchen (15ml, 50ml)

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

12-Well,

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Ansell (Yarra City, Aus)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht,
Deutschland
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

3.3 Bearbeitungs- & Auswertungsprogramme

NAME HERSTELLER / ENTWICKLER
Axiovision (Version 4.8.2) Carl Zeiss AG, DE
Freeform (Version 1.2) Apple Inc., USA

FACSDiva Software
GraphPad Prism (Version 8.2.1)

Image J (Version 1.53t)

Microsoft Excel

Tabelle 3: Auswertungsprogramme

3.4 Puffer und Losungen

NAME

BD Biosciences, USA
GraphPad Software Inc., USA

Wayne Rasband and National
Institutes of Health, USA
Microsoft Corporation, USA

INHALTSSTOFFE

Elektrophoresepuffer

IF-Blockierungspuffer -

100 mL 10x Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-
Rad Laboratories)

900 mL ddH20

1 % BSA

Dulbecco’s

Phosphate Buffered Saline

(DPBS) (Gibco, ThermoFisher Scientific)
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IF-Waschpuffer

Lysepuffer

Proteinstandard fur
Bradford-Test

Stripping-Puffer

(10x) Tris-Buffered Saline-
Puffer (TBS)

(1x) Tris-Buffered Saline -
Tween (TBST 0,05%)

1M Trizma-Base-LOsung

WB-Blockierungspuffer

WB-Probenpuffer nach
Laemmli

DPBS

0,5 % Bovine Serum Albumin (BSA) (Life
Science, Sigma Aldrich/MERCK)

0,05% Tween 20 (SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg)

50 mL RIPA-Buffer (Life Science, Sigma
Aldrich/MERCK)

1x Complete Protease Inhibitor Cocktail
Tablette  (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim)

50 mg BSA in 5 mL RIPA-Buffer

Lysepuffer (Menge anhand
Verdunnungsreihe)

62,5 mL1M Trizma-Base Losung

100 mL 20% SDS (Sigma Life
Science, Sigma-Aldrich/MERCK)

7 mL R-Mercaptoethanol (MERCK-
Schuchardt, Hohenbrunn)

ddH20 (Ad. 1L)

60,5 g Trizma-Base Primary Standard and
Buffer (Sigma-Aldrich/MERCK)

87 g NaCl (Sigma-Aldrich/MERCK)

HClI 25 % (Chemsolute, Th. Geyer,
Renningen) zur pH-Einstellung zwischen
7,3-7,4

ddH20 (Ad. 1L)

1LTBS

ddH20 (Ad. 10 L)

5 mL Tween 20 %

12,114 g Trizma-Base Primary
Standard and Buffer (Sigma-
Aldrich/MERCK)

HCI 25% zur pH-Einstellung bei 6,8

ddH20 (Ad. 100 mL)

5% Blotting-Grade  Blocker (Bio-Rad
Laboratories, USA) in TBST 0,05%
R-Mercaptoethanol

4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad
Laboratories, USA)

Verhaltnis 1:10

Tabelle 4: Inhaltsstoffe und Hersteller der genutzten Puffer und L6sungen
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3.5 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendete LS-Zelllinie stammt von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ). Die verwendete LS-
Zelllinie war im Sinne eines Reportergens zusatzlich mit dem Luciferase-Gen
transduziert (LS-luc). Lediglich die Immunfluoreszenzversuche wurden mit LS-
Zellen ohne die Reportergen-Transduktion durchgefuhrt, um die
Fluoreszenzsignale nicht zu verfalschen (LS-Only). Die NB69-Linie stammt aus
der European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) und die CCD-
1064Sk Fibroblasten aus der Zellbank der American Type Culture Collection
(ATCC).

In Tabelle 5 wurden Informationen zu den verwendeten Zelllinien inklusive
Informationen Zu Zelltyp, Ursprung, Tumorstadium, N-Myc-Gen
Amplifikationsstatus und zum verwendeten Kulturmedium aufgelistet. Alle
Zelllinien wurden im Brutschrank bei konstanten 37°C und 5% CO2 in
Zellkulturflaschen kultiviert. Als Kultivierungsmedien wurden Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM), oder Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
(RPMI) verwendet. Beide Medien stammen von Gibco (ThermoFisher Scientific,
USA) und wurden in unterschiedlichen Konzentrationen mit fetalem Kalberserum
(FCS) von Gibco (ThermoFisher Scientific, USA) und 1% Penicillin-Streptomycin
(Pen-Strep, Gibco, ThermoFisher Scientific, USA) versetzt (enthalt 10.000
Units/mL Penicillin und 10.000 pug/mL Streptomycin). Fur die Selektion der LS-
Zelllinie mit Luciferase-Gen wurde bei diesen Zellen zusatzlich 0,1% Doxycyclin
hinzugefugt. Hierfur wurde Doxycyclin-hyclate (Sigma-Aldrich/MERCK, USA)
nach Herstellerangaben in destilliertem Wasser gelost. Die Zellkulturarbeit
erfolgte stets unter sterilen Bedingungen, um Kontaminationen zu verhindern.
Die Losung der adharenten Zellen bei der Subkultivierung sowie in den
durchgefuhrten Versuchen erfolgte mittels der Trypsin-EDTA-LOsung von Sigma-
Aldrich/Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland). Fur die Immunfluoreszenz wurde
hierfur die Accutase Cell Detachment Solution von Capricorn Scientific GmbH
(Ebsdorfergrund, Deutschland) verwendet.
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Zelllinie LS NB69 CCD-1064-SK
Anbieter, DSMZ, ECACC, ATCC,
Katalognummer ACC 6E75 99072802 CRL-2076
Zelltyp Neuroblastom, Neuroblastom, Fibroblasten,
Abdomen Gehirn Haut
Ursprung Human, Human, Human,
weiblich, mannlich, mannliches
16 Monate 16 Monate Neugeborenes
Tumorstadium 3 3 (Nichttumorales
Gewebe)
MYCN- + - -
Amplifikation
Kulturmedium RPMI 1640 RPMI 1640 IMDM
Mediumzusitze 10% FCS 15% FCS 10% FCS
1% Pen/Strep 1% Pen/Strep 1% Pen/Strep
0,1% Doxycyclin*

Tabelle 5: Informationen zu den verwendeten Zelllinien
(*Bei der LS-Zelllinie mit Luciferase-Gen-Transduktion)

3.6 Kigelia africana Extrakt

Fur die Behandlung der Zelllinien wurde der aus den Fruchten der KA
hergestellte Extrakt der Stockmeier GmbH & Co. KG (Bielefeld, Deutschland)
genutzt. Der Fruchtextrakt enthalt 65% Propandiol als Losungsmittel. Um die
Wirkung des enthaltenen Alkohols auf die behandelten Zellen von der Wirkung
des Fruchtextrakts unterscheiden zu konnen, erfolgte vor jedem Experiment die
Herstellung einer 65-prozentigen Propandiol-Kontrolllosung. Hierfir wurden
reines 1,2-Propandiol von Sigma-Aldrich/Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
und DPBS vermischt. Im Folgenden wird diese 65%-L6sung einfachheitshalber
als Propandiol oder ,Prop.“ abgekurzt. Die Behandlung der Zellen mit der
Kontrollldsung erfolgte zeitgleich zur Behandlung mit dem KA-Extrakt, sowie in
den gleichen Verdinnungen.

Der in dieser Arbeit genutzte Fruchtextrakt wurde durch eine
Flussigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie auf bestimmte
Inhaltsstoffe analysiert. Die Analyse erfolgte mithilfe eines an ein Qtrap 5500
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Linear ion trap quadrupole LC/MS/MS Massenspektometer (Sciex, Framingham,
MA, USA) gekoppelten 1260/1290 Infinity
Hochleistungsflussigkeitschromatographen (Agilent technologies, Santa Clara,
CA, USA). Die Messung wurde im negativen lonen Modus mittels
Elektrosprayionisation bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 400 pl/min und
40°C durgefuhrt. Die Datenanalyse erfolgte mittels der Analyst 1.6.3. und der
Multiquant 3.0.2. Software (beide von Sciex, Framingham, MA, USA). Die
Analysedaten des Fruchtextraktes wurden freundlicherweise von Ahrens et al.
(2022) bereitgestellt.

3.7 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl vor der Aussaat in Wellplatten oder Petrischalen
erfolgte lichtmikroskopisch mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Tote Zellen
wurden mittels Tryphanblau von Gibco (ThermoFisher, USA) angefarbt und von
der Zahlung ausgeschlossen. Die Berechnung der Zellzahl in der Zahlkammer

erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl
x 10°

3.8 Vitalitatsmessung nach Kigelia africana Exposition

Die Zellvitalitdt wurde quantitativ mit dem ,RealTime-Glo MT Cell Viability Assay”
von Promega (Walldorf, Deutschland) bestimmt. Die Messung erfolgte mittels
eines Mikroplattenreaders (FlexStation® 3, Multi-Mode Microplate Reader von
Molecular Devices, CA, USA) und der SoftMax Pro 5.4.6. Software (beides von
Molecular Devices, Kalifornien, USA). In diesem Versuch wurde das Uberleben
der Neuroblastomzellen und nichtneoplastischen CCD-1064-SK Zellen nach
Behandlung mit dem KA-Extrakt mithilfe von Biolumineszenz gemessen. Durch
die Zugabe des Luciferaseenzyms und eines Prosubstrates wird der
Metabolismus und somit die Viabilitat der Zellen quantifiziert. Lebendige Zellen
reduzieren das zugegebene Prosubstrat zu einem Substrat fur die Luciferase,
welche dann ein lumineszentes Signal erzeugt. Die Starke der Lumineszenz ist

proportional zu der Menge an lebendigen Zellen.
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Der Versuch diente der Bestimmung und Quantifizierung der zytotoxischen
Wirkung des KA-Extraktes auf die verschiedenen Zelltypen. Die drei Zelllinien
wurden mit verschiedenen Verdunnungen des KA-Extraktes oder der
Propandiolldosung (Prop.) behandelt. Folgende Konzentrationen des
Fruchtextraktes wurden genutzt: 8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml. Analog
hierzu wurden Verdunnungen der Propandiol-Losung verwendet. Zusatzlich
erfolgte als Kontrolle die Messung des lumineszenten Signals von Zellen ohne
Behandlung, sowie die Messung des Signals des reinen Kulturmediums ohne
Zellen, als Negativkontrolle.

Abbildung 7 zeigt die Abfolge der unterschiedlichen Schritte der
Versuchsdurchfuhrung. Die Zahlung und Aussaat der Zellen erfolgten an Tag 1
in sterilen 96-Well-Platten. Die Menge der Zellen pro Well betrug 9x10° Zellen in
je 50 ul Medium. An Tag 2 erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem KA-Extrakt
und Prop. in verschieden Verdunnungen. Zu jedem Well wurden zudem die
Assay-Bestandteile NanoLuc Enzyme und MT Cell Viability Substrate, zu
gleichen Teilen gelost im jeweiligen Zellkulturmedium, hinzugefugt. Die Messung
am Mikroplatten-Reader erfolgte in der 96-Well-Platte bei 37 °C zu den
Zeitpunkten 0 h (direkt nach der Behandlung), sowie 24 h, 48 h und 72 h nach
Behandlung. Zwischen den Messzeitpunkten erfolgte die Inkubation der
Wellplatten im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2. Die Belegung der 96-Well-
Platte wurde in Triplikaten durchgefuhrt.

3. Zusatz Luciferase-Enzym .
1. Zellaussaat [ + Substrat ] G Lummeszenzmessung)

| O U l o000
Q \/ O \/ 00 _
({2 Behanduung mit kA

2

Abb. 7: Schematische Versuchsdarstellung der Vitalitatsmessung.
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3.9 Durchflusszytometrie der GD2-Exprimierung und Apoptose

Um die Induktion der Apoptose bei Tumorzellen durch die Behandlung mit Kigelia
africana zu quantifizieren, wurde die Durchflusszytometrie genutzt. Als
Apoptosemarker diente die Propidiumjodid staining solution (Pl) (BD
Biosciences, USA). Die Propidiumjodidfarbung diente als Nukleinsaurefarbung
der Unterscheidung von lebendigen und toten Zellen. Da PI
membranundurchlassig ist, wurde es von lebendigen Zellen nicht aufgenommen,
wahrend die durchlassige Zellmembran toter Zellen die PI-Bindung an
Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Ribonukleinsaure (RNA) erlaubte.

Zusatzlich wurde auch die Expression des Disialogangliosid GD2 mittels GD2-
Antikorper (BD OptiBuild™ BV711 Mouse Anti-Human GD2 Klon: 14.G2a, BD
Biosciences, USA) auf der Zelloberflache gemessen. Die Messungen erfolgten
nach Farbung der Zellen 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung mit Medium
(unbehandelte Kontrolle), Propandiol oder KA am Durchflusszytometer (FACS).
Hierfiir wurden an Tag 1 1x10° Zellen der jeweiligen Zelllinie in 2 ml Medium in
sterilen 6-Well-Platten ausgesat. An Tag 2 erfolgte die Behandlung der Zellen mit
4 mg/ml KA, bzw. Prop. oder Medium als Kontrolle. Die FACS-Analysen folgten
an Tag 3 bis 5 zur selben Zeit fur die Messzeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h nach
Behandlung. Die behandelten Zellen wurden bis zu den Messungen im
Brutschrank inkubiert. Vor jeder FACS-Analyse wurde das Medium mit den
apoptotischen Zellen aus den Wells in FACS-Probenrohrchen dberfuhrt. Die
adharenten Zellen wurden mit Trypsin-EDTA-Solution (von Sigma-Aldrich, USA)
aus den Wells geldst, ebenfalls in das Rohrchen Uberfuhrt und anschlieend
durch Zentrifugation mit 1400 rpm fur 5 Minuten bei 4 °C pelletiert. Daraufhin
erfolgte die Resuspendierung in 1 ml gekuhltem DPBS. Dieser Vorgang wurde
noch zwei Mal wiederholt. Anschlieend wurde das Pellet in je 100 ul AutoMACS
Rinsing Solution (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
resuspendiert und mit je 1 pl Pl und 3 pul GD2-Antikorper pro Rohrchen gefarbt.
Nach 15 Minuten Inkubationszeit im Dunkeln wurden weitere 400 ul AutoMACS
Solution hinzugegeben. Die anschlielende Messung erfolgte am LSR Fortessa
Durchflusszytometer. Der BV711-gekoppelte GD-Antikorper wurde bei 405 nm,

Pl bei 561 nm und das FITC-Signal (Fluoresceinisothiocyanat) der Luciferase-
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transduzierten LS-Zelllinie zusatzlich bei 488 nm gemessen. Die Datenerfassung

erfolgte mit der FACSDiva Software (von BD Biosciences, New Jersey, USA).

3.10 Proteinnachweis mittels Western Blot

Um den potenziellen Einfluss von Kigelia africana auf die Expression bestimmter
NF«kB-Pathway Proteine zu analysieren, wurden Gesamtzelllysate aus sowohl
KA-, Prop. und unbehandelten Zellen hergestellt und Western Blots (WB)
durchgefuhrt. Western Blots sind eine molekularbiologische Methode zum
Nachweis und zur Quantifizierung bestimmter Zielproteine in Proben. Hierfur war
ein mehrstufiges Verfahren mit Herstellung von Zelllysaten, Proteinbestimmung
und anschlielRender Gelelektrophorese notwendig, welches in Abbildung 8
bildlich dargestellt ist. Die Western Blots wurden mit den Zelllysaten aller drei

Zelllinien durchgeflhrt.

-
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte fiir den Nachweis der

Proteinexpression mittels Western Blot.

3.10.1 Herstellung von Gesamtzelllysaten

Um die Proteinexpression von mit KA-Extrakt behandelten Zellen mittels Western
Blot analysieren zu konnen, erfolgte zunachst die Herstellung von
Gesamitzelllysaten. Die einzelnen Schritte dieses Verfahrens sind in Abbildung 9
dargestellt. An Tag 1 erfolgte zunachst die Zahlung und Aussaat der Zellen in
sterilen Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm. Die CCD-1064Sk
Zellen wurden in einer Menge von 10x10° Zellen, die LS und die NB69 Zellen
aufgrund der geringeren ZellgroRe mit 20x10° Zellen in jeweils 7,7015 ml
Zellkulturmedium ausgesat. Die Kultivierung fand im Brutschrank bei 37 °C und
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5% CO2 statt. An Tag 2 erfolgte die Behandlung der Zellen mit KA-Extrakt,
Propandiol oder reinem Zellkulturmedium als Kontrolle, durch Zugabe in die
jeweiligen Petrischalen. Die Konzentration des KA-Extraktes in den Petrischalen
betrug 7,5 mg/ml.

Die Herstellung der Zelllysate erfolgte zu den Zeitpunkten O h (ohne vorherige
Zugabe von KA-Extrakt, Prop. oder Medium), sowie 30 min, 60 min, 24 h, 48 h,
und 72 h nach Behandlung. Die adharenten Zellen wurden trypsiniert und mittels
Zentrifugation mit 1400 r.p.m. fur 5 Minuten bei 4 °C pelletiert. Anschlie3end
wurde das Zellpellet in 10 ml kaltem DPBS resuspendiert und erneut mit 1400
r.p.m. fir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Uberschiissiges DPBS wurde daraufhin
verworfen und das verbliebene Zellpellet mittels Lysepuffer lysiert und in
vorgekuhlte 1,5 ml Eppendorf-Gefalde Uberfuhrt. Die Losung wurde fur 5 Minuten
auf Eis inkubiert und daraufhin fur 10 Minuten bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die Suspension in ein neues gekuhltes Eppendorf-Gefal}
uberfuhrt und bis zur WB-Durchfuhrung bei -20 °C, bzw. bei langerer Lagerzeit
bei -80 °C gelagert.

1. Zellaussaat 3. Inkubation

H I
;D \/ 900 \/

2. Behandlung mit KA- G Lyse der ZellerD
Extrakt

Abb. 9: Schematische Versuchsdarstellung der Gesamtzelllysat-Herstellung.

3.10.2 Proteinbestimmung der Gesamtzelllysate

Die Proteingehalte der Zelllysate wurden mittels Bradford-Test anhand einer
Proteinstandard-Verdinnung ermittelt. Hierbei handelt es sich um die
kolorimetrische Messung der Proteinkonzentration in Proben. Dabei wird das
Absorptionsmaximum des Coomassie-Brilliantblau-Farbstoffes durch die
Proteinbindung verschoben. Es entsteht ein Farbumschlag von rot zu blau,

abhangig von der Menge an enthaltenen Aminosauren in der Probe. Fur die
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bendtigte Protein-Standardkurve wurde zunachst eine Verdinnungsreihe mittels
BSA, gelost im Lysepuffer, durchgefuhrt. Fur die Versuchsdurchfuhrung wurde
das verwendete Protein Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories) im
Verhaltnis 1:4 mit destilliertem Wasser versetzt. In einer 96-Well-Platte wurden 2
ul Lysat bzw. Proteinstandard mit je 200 pl des verdunnten Protein Dye Reagent
Concentrates vermischt. Nach 5 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur
folgte die Messung am Mikroplatten-Reader mithilfe des SoftMax Pro Programms
bei 595 nm und Raumtemperatur. Die Messung in der 96-Well-Platte wurde in
Triplikaten durchgefuhrt. Anschlieend wurde anhand der Messwerte und der
Proteinstandard-Verdunnungskurve die Proteinkonzentration der Zelllysate
berechnet.

3.10.3 Western Blot Durchfuhrung

Um gezielt einzelne Proteine in Proben (z.B. Zelllysaten) nachweisen zu konnen,
werden beim Western Blot die Proben mittels Gelelektrophorese anhand ihrer
Molekullgrofie und Ladung im elektrischen Feld aufgetrennt. AnschlieRend
konnen die Proteine aus dem Gel auf eine feste Membran Ubertragen werden
(sog. ,Blotting®), auf der sie dann mittels zweistufiger Antikdrper-Inkubation
(Immunodetektion) nachgewiesen werden konnen. Die Antikorper-Komplexe auf
der Membran konnen anschlielend mittels Chemilumineszenzverfahren sichtbar

gemacht werden.

Zur Vorbereitung fur die Gelelektrophorese wurden zunachst die Zelllysate bei
Raumtemperatur in einer Eiswanne aufgetaut und der 4x Laemmli Sample Buffer
(Bio-Rad Laboratories) in einem Verhaltnis von 10:1 mit R-Mercaptoethanol
(MERCK-Schuchardt, Hohenbrunn) versetzt. Fur die Gelelektrophorese wurden
die Gele mit je 15 ul Probenvolumen pro Lane beladen. Fur die
Probenvorbereitung wurden pro Lane 3,752 ul Laemmli-B3-Mercaptoethanol-
Puffer mit einer je nach Proteingehalt variierenden Menge Lysatvolumen
vermischt, und mit destilliertem H20 auf 15 ul Gesamtvolumen aufgefullt. Diese
Proben wurden anschliel3end fur 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und denaturiert,
bevor sie fur die Elektrophorese in die Geltaschen pipettiert wurden. Die
Geltaschen wurden mit je 15 pul Probenvolumen pro Lane beladen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in Tris-Glycin-Gelen (Konzentration 4-15%)
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(Mini-Protean TGX Precast Gels, Bio-Rad Laboratories) mithilfe des Mini-Protean
Tetra Elektrophoresesystems von Bio-Rad. Der Laufpuffer fur die
Elektrophoresekammer (10x Tris/GLycine/SDS Buffer von Bio-Rad Laboratories)
wurde vor der Elektrophorese mit destillietem Wasser verdunnt. Als
Proteinstandard wurde hier die ,Prestained Protein Ladder® von Abcam
(Cambridge, UK) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 300 V. Nach der
Auftrennung wurden die Proteine mittels eines Trans-Blot Turbo Transfer-
Systems auf Nitrocellulose-Membranen (Transblot Turbo Transfer Pack, beides
von von Bio-Rad Laboratories) Ubertragen. Anschlielend wurden die
Membranen fir eine Stunde bei Raumtemperatur in 5% Blockierungspuffer
geblockt.

Die anschlielfiende Primarantikorper-Inkubation erfolgte auf einem Wipptisch
Uber Nacht bei 4 °C, die Sekundarantikdrper-Inkubation bei Raumtemperatur fur
eine Stunde, ebenfalls auf einem Wipptisch. Die fur die Antikorperinkubation
genutzten Antikorper (AK) sind in Tabelle 6 aufgefuhrt. Primarantikorper wurden
in 0,05% TBST mit 5% BSA gelost, Sekundarantikorper in reinem 0,05% TBST.
Als Ladekontrolle diente Cyclophilin A. Die Immunodetektion erfolgte durch
verstarkte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence, ECL) Uber den
Nachweis von Peroxidase-Aktivitat der HRP-konjugierten Antikorper. Hierfur
wurde das SuperSignal West Femto System von ThermoFisher-Scientific
genutzt. Der entsprechende Peroxide Buffer wurde im Verhaltnis 1:1 mit der
Luminol/Enhancer-Losung versetzt, und dann auf die Membran aufgetragen. Die
Entwicklung der Chemilumineszenz-Signale erfolgte mittels Filmentwickler auf
CL-XPosure (ThermoFisher-Scientific) und Fuji Super RX-N Filmen (Fujifilm
Corporation, Tokyo) in einer Dunkelkammer.

Um auf den Membranen mehrfach Proteine nachweisen zu konnen
(phosphorylierte und nicht-phosphorylierte Formen von NFxB und NEMO),
wurden sie mit Stripping-Puffer von den AK-Bindungen befreit. Hierfur wurden
die Membranen fur 45 Minuten bei 60 °C im Schuttelwasserbad im Stripping-
Puffer eingelegt, und anschlielend mehrmals gewaschen. Daraufhin konnten die
Membranen erneut in 5% Blockierungspuffer geblockt werden und mit neuen
Primar- und Sekundarantikdrpern inkubiert werden. Als Waschpuffer wahrend
der Western Blot Durchfuhrung und zur Lagerung der Western Blot Membranen
diente TBST 0,05%.
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Antikorper Beschreibung Hersteller Verdiinnung Primar/
(AK) Sekundar
Phospho-lIKKy Rabbit, Cell Signaling 1:1000 Primar-AK
(Ser 376) polyklonal Technology,
(Massachusetts, USA)
Anti-IKK Rabbit, Abcam 1:10.000 Primar-AK
gamma/NEMO monoklonal (Cambridge, UK)
pPNF«B p65 Rabbit, Cell Signaling Technology 1:1000 Primar-AK
(S536) monoklonal (Massachusetts, USA)
Anti-NFxB p65 Rabbit, Abcam 1:10.000 Primar-AK
polyklonal (Cambridge, UK)
Cyclophilin A Rabbit Cell Signaling Technology 1:20.000 Primar-AK

(Massachusetts, USA)

Goat-anti- Goat, Antikorper Online, 1:10.000 Sekundar-AK
Rabbit HRP- (Aachen, Deutschland)
IgG (HRP) Konjugated

Tabelle 6: Primar- und Sekundarantikorper fiir Western Blots

3.11 Immunfluoreszenz

Um die Expression verschiedener Tumormarker und Signalmolekule
darzustellen, wurde eine indirekte Immunfluoreszenz durchgefuhrt. Die
Neuroblastomzellen wurden mit 1x10° Zellen und die Hautfibroblasten mit 5x10*
pro Well in 1 ml Medium auf Coverslips (Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH,
Deutschland) in 12-Well-Platten ausgesat. In diesem Fall wurde Accutase Cell
Detachment Solution (von Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland)
statt Trypsin fur die Aussaat der Zellen in die 12-Well Platten benutzt, um die
Oberflachenmolekule nicht zu beschadigen. Fur diesen Versuch wurden LS-
Zellen ohne Luciferase-Gen-Transduktion genutzt, um das FITC-Signal der
Antikorperbindung nicht zu verfalschen (LS-Only).

Am Folgetag erfolgte die Behandlung mit 1 mg/ml KA bzw. Propandiol. Die Zellen
ohne Behandlung erhielten je dieselbe Menge an Kulturmedium. Die Fixierung
der Zellen erfolgte direkt nach der Behandlung (0 h) und 24 h nach Behandlung.

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit gekuhltem DPBS erfolgte die
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Fixierung mit auf -20 °C gekuhltem, 99% Methanol (Chemsolute, Th. Geyer,
Renningen). AnschlieBend wurden die Well-Platten mit einem Deckel und
Parafilm verschlossen und bis zur Immunfluoreszenzfarbung bei -20 °C gelagert.
Vor der Antikdrperfarbung wurden die Zellen zwei Mal fir 5 Minuten auf einem
Wipptisch mit DPBS gewaschen und anschlieBend 1 h mit Blockierungs-Puffer
(1% BSA in DPBS) behandelt, um unspezifische Antikorperbindungen zu
verhindern. Anschlielend erfolgte bei 4 °C und Uber Nacht die Inkubation mit
dem ersten Antikorper, verdinnt in Waschpuffer. Die verwendeten
Primarantikorper sind in Tabelle 7 dargestellt. Am nachsten Tag wurden die
Zellen zweimalig fur 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und dann mit dem
Sekundarantikorper fur eine Stunde lichtgeschutzt und bei Raumtemperatur
inkubiert. Fur die Farbung von GD2 und NF«B wurde als Sekundarantikorper der
Donkey-anti-Mouse 1gG H&L (Alexa Fluor 647-Signal) und fur die Farbung von
EGFR und pNF«B p65 wurde der Sekundarantikorper Goat-anti-Rabbit IgG H&L
(FITC-Signal) (beide von Abcam, Cambridge, UK) verwendet. Nach der
Inkubation erfolgten mehrere Waschschritte (2x 5 min in Waschpuffer, 2x 5 min
in DPBS, 1x 5 min in ddH20). Zur Zellkernfarbung diente DAPI (4‘,6-Diamindin-
2-phenylindol) als DNA-Interkalator. Die Zellen wurden hierfur 5 Minuten mit 1
ul/ml DAPI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gefarbt und zuletzt mit
Fluoromount G (SouthernBiotech, AL, USA) eingedeckt. Mikroskopiert wurde am
Zeiss Axiovert 200M von der UKE Microscopy Imaging Facility mit der Software
Axiovision 4.8.2 (Carl Zeiss AG, Deutschland).

Zielmolekiil Antikorper Hersteller Isotypkontrolle Verdiinnung

Primadrantikorper

GD2 Purified Mouse Anti- BD Purified Mouse 1:150
Human Biosciences IgG2a, Kk Isotype
Disialoganglioside (NJ, USA) Control RUO, BD
GD2 (BD554272) Bioscience
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EGFR Recombinant Anti- Abcam Recombinant Rabbit 1:100
EGFR antibody (Cambridge, IgG, monoclonal
[E114] (ab32562) UK) [EPR25A] - Isotype
Control (ab172730),
Abcam
NFxB p65 Monoclonal RELA / LSBio Negative Control 1:100
NF«B p65 Antibody (WA, USA) Mouse IgG1, (X0931)
(LS-C413576) Dako
pNF«xB p65 Anti-pNF-«xB p65 Abcam Rabbit 1gG, 1:250
(phospho S536) (Cambridge, polyclonal (ab37415),
antibody (ab86299) UK) Abcam
Sekundarantikorper
Donkey- Donkey-anti-Mouse Abcam
anti-Mouse IgG H&L (Cambridge, / 1:200
IgG H&L (Alexa Fluor 647) UK)
(ab150107)
Goat-anti- | Goat-anti-Rabbit IgG Abcam
Rabbit IgG H&L (FITC) (Cambridge, / 1:200
H&L (ab97050) UK)

Tabelle 7: Antikorper fiir die Inmunfluoreszenz

3.12 Statistische Methoden

Die statistischen Analysen der Daten des Vitalitatsversuches, der FACS-Daten
und des Zytokinassays erfolgte mittels der GraphPad Prism Software (Version
8.2.1, von GraphPad Software, Kalifornien, USA). Die Vitalitatsmessungen
erfolgten in drei unabhangigen Experimenten, jeweils in Triplikaten. Die
Apoptose-Messung mittels FACS erfolgte ebenfalls in drei unabhangigen
Experimenten. Die Daten des Vitalitatsversuchs und der FACS-Analyse wurden
aus der Versuchssoftware in Excel-Tabellen zusammengefasst und in die
GraphPad Prism Software ubertragen. Fur die Western Blots wurden je drei
unabhangige Experimente pro Zelllinie zur Herstellung von Gesamtzelllysaten
durchgefuhrt. Hieraus erfolgte die Durchfuhrung von je drei WB pro Zelllinie.
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3.12.1 Auswertung des Vitalitatsversuchs

Die Darstellung der Vitalitatsanalysen erfolgt in Histogrammen zum direkten
Vergleich von mit KA und Propandiol behandelten Zellen, sowie unbehandelten
Zellen. Die Vitalitat der Zellen wurde vorab wie folgt berechnet: Die Vitalitat der
unbehandelten Zellen wurde aus den Mittelwerten der unbehandelten Zellen in
Kulturmedium bestimmt, von denen das Lumineszenzsignal des reinen
Kulturmediums subtrahiert wurde. Die Vitalitat der mit KA und der mit Propandiol
behandelten Zellen wurde nach demselben Schema berechnet, wobei die
Lumineszenz des Kulturmediums versetzt mit KA-Extrakt, bzw. mit Propandiol
subtrahiert wurde. Die Vitalitatsraten werden in den Histogrammen als
Mittelwerte mit Standardabweichung und Signifikanzniveau dargestellt. Die
Signifikanzniveaus wurden mithilfe von Oneway ANOVAs (Analysis of Variance)
ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 gesetzt (ns = nicht signifikant; *
= p <0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001).

3.12.2 Western-Blot-Auswertung

Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Western Blot von drei unabhangigen WB-
Experimenten pro Zelllinie. Quantifizierung des Proteingehaltes erfolgte mittels
Bildanalyse durch die ImageJ Software (Version 1.53t, von Wayne Rasband and
National Institutes of Health, USA). Nach der quantitativen Messung der Signale

wurden Mittelwerte sowie Standardabweichungen ermittelt.

3.12.3 Durchflusszytometrie-Auswertung

Die Ergebnisse der Apoptose-Analysen mittels FACS werden ebenfalls in
Histogrammen mit Standardabweichung und Signifikanzniveau dargestellt. Die
FACS-Messdaten wurden in Excel-Tabellen zusammengefasst und in die
GraphPad Prism Software Ubertragen. Die Signifikanzniveaus wurden mittels
Oneway ANOVAs aus drei unabhangigen Messungen ermittelt. Das
Signifikanzniveau wurde auf 0,05 gesetzt (ns = nicht signifikant; * = p <0,05; ** =
p <0,01; *** = p < 0,001).
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4 Ergebnisse

4.1 Phytochemische Analyse des KA-Extraktes

Der fur die Behandlung genutzte KA-Extrakt wurde auf bestimmte Inhaltsstoffe
mit zuvor beschriebenen antiinflammatorischen und antitumoralen Eigenschaften
untersucht. Die entsprechende Datenanalyse wurde freundlicherweise von
Ahrens et al. (2022) zur Verfugung gestellt. Wie in Abbildung 10 dargestellt,
enthalt das Fruchtextrakt verschiedene Phenole, von denen Verbascosid mit 9,3
mg/L am hochsten konzentriert war. Weitere Inhaltsstoffe aus den
Substanzklassen der Flavonoide (Luteolin, Cynarosid) und Iridoide (Catalposid,
Minescosid) konnten ebenfalls nachgewiesen werden. Nicht nachweisbar im
genutzten Extrakt waren Lapachol, 6-Hydroxyluteolin und Atranorin.

Chemical class Compound Concentration in mg/
L
Phenolic Verbascoside 9.3
Compounds

Ferulic acid 4.3
Coumaric acid 1.9

Depside Atranorin 0

Flavonoids Luteolin 0.22
6-Hydroxyluteolin 0
Cynaroside (Luteolin-7-O- 0.27
glucoside)

Iridoids Catalposide 0.042
Minescoside 0.6

Quinone Lapachol 0

Abb.10: Analyse der phytochemischen Komponenten des KA-Fruchtextraktes
mittels Fliissigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie. (“Composition

(mg/L) of phytochemicals in Kigelia africana fruit extract.” (Ahrens et al., 2022))
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4.2 Einfluss der Kigelia africana auf die Zellvitalitat

Um die Vitalitdt der Zellen zu bestimmen, erfolgte die Durchfuhrung des
Luciferase-basierten Lumineszenz-Assays. Der Assay erfolgte mit allen drei
Zelllinien, sowie mit unterschiedlichen Konzentrationen des KA-Extraktes und der
Propandiol-Losung. Die Messung der Vitalitat wurde unmittelbar nach
Behandlung (0 h) sowie 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung durchgefuhrt.

4.2.1 CCD-1064-SK-Zelllinie

Wie in Abb. 11 gezeigt, ergab die Vitalitatsanalyse der nichtneoplastischen
Fibroblasten bei den Behandlungen mit 1 mg/ml, 2 mg/ml und 4 mg/ml KA, bzw.
Propandiol keine signifikanten Unterschiede (1 mg/ml und 2 mg/ml Daten hier
nicht gezeigt). Die Behandlung mit KA oder Propandiol schien keine unmittelbare
Wirkung auf die Vitalitat der Zellen zum 0 h Zeitpunkt zu haben. Zudem zeigten
sich weder zwischen den Messzeitpunkten nach 24 h, 48 h und 72 h, noch im
Vergleich mit den unbehandelten Zellen signifikant veranderte Vitalitatsraten der
Zellen nach der KA-Behandlung verglichen mit der Propandiol-Behandlung.
Lediglich nach Behandlung mit der hochsten Konzentration (8 mg/ml) zeigten
sich die mit Propandiol behandelten Zellen nach 72 h vitaler als die

Kontrollgruppe und die mit KA behandelten Zellen.
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Abb. 11: Zeit- und dosisabhangige Vitalitit der CCD-1064-SK-Zelllinie nach
Behandlung. Die Behandlung erfolgte mit Zellkulturmedium (Unbeh.), 65% Propandiol (Prop.)
oder 8 mg/ml bzw. 4 mg/ml Kigelia africana Extrakt (KA). Die Starke der Lumineszenz ist
proportional zu der Menge an lebendigen Zellen. Darstellung der Durchschnittswerte aus drei
unabhangigen Messungen mit Standardabweichung. Analyse mittels One-way ANOVA (ns =
nicht signifikant; * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001). (2mg/ml und 1mg/ml Daten nicht
gezeigt).

4.2.2 LS-Zelllinie

Die N-myc amplifizierten LS-Zellen zeigten bei allen KA-Konzentrationen
signifikante Vitalitatsunterschiede zwischen der Behandlung mit KA und
Propandiol, wie in Abb. 12 sichtbar. Bei den niedrigeren Konzentrationen (1
mg/ml und 2 mg/ml, Daten hier nicht gezeigt) zeigten sich diese Unterschiede vor
allem zum 72 h Zeitpunkt, mit signifikantem Unterschied zwischen
unbehandelten und mit KA behandelten Zellen. Die Behandlung mit hoheren
Konzentrationen (4 mg/ml und 8 mg/ml) zeigte signifikante Vitalitatsunterschiede
zu allen Messzeitpunkten, mit steigendem Signifikanzniveau bei steigender
Konzentration. Dies weist auf einen sowohl dosis- als auch zeitabhangigen Effekt
des KA-Extraktes auf die Vitalitat und Proliferation der Tumorzellen hin.
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Abb. 12: Zeit- und dosisabhangige Vitalitat der LS-Zelllinie nach Behandlung. Die
Behandlung erfolgte mit Zellkulturmedium (Unbeh.), 65% Propandiol (Prop.) oder 8 mg/ml bzw.
4 mg/ml Kigelia africana Extrakt (KA). Die Starke der Lumineszenz ist proportional zu der Menge
an lebendigen Zellen. Darstellung der Durchschnittswerte aus drei unabhangigen Messungen mit
Standardabweichung. Analyse mittels One-way ANOVA (ns = nicht signifikant; * = p <0,05; ** =
p <0,01; *** = p < 0,001). (2mg/ml und 1mg/ml Daten nicht gezeigt).

4.2.3 NBG69-Zelllinie

Die Vitalitatsanalyse dieser nicht N-myc amplifizierten Neuroblastomzellen zeigte
ebenfalls eine Reduktion der Zellvitalitat nach Behandlung mit KA. Wie in Abb.
13 sichtbar wird, zeigte sich die Vitalitatsreduktion insbesondere bei der hochsten
KA-Konzentration, wo sich statistisch signifikante Unterschiede zur Behandlung
mit Propandiol bzw. zur Kontrollgruppe ergaben. Trotz ausbleibender
statistischer Signifikanz nahm die Vitalitat der Zellen auch nach Behandlung mit
4 mg/ml KA deutlich ab. Die Vitalitadtsreduktion zeigte sich bei den geringeren
Konzentrationen erst zu den spateren Messzeitpunkten (1 mg/ml und 2 mg/ml,
Daten hier nicht gezeigt). Auch hier lasst sich eine Zeit- und dosisabhangige

Wirkung vermuten.
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Abb. 13: Zeit- und dosisabhangige Vitalitiat der NB69-Zelllinie nach Behandlung.
Die Behandlung erfolgte mit Zellkulturmedium (Unbeh.), 65% Propandiol (Prop.) oder 8 mg/mi
bzw. 4 mg/ml Kigelia africana Extrakt (KA). Die Starke der Lumineszenz ist proportional zu der
Menge an lebendigen Zellen. Darstellung der Durchschnittswerte aus drei unabhangigen
Messungen mit Standardabweichung. Analyse mittels One-way ANOVA (ns = nicht signifikant; *
= p <0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001). (2mg/ml und 1mg/ml Daten nicht gezeigt).

4.3 FACS-Analyse nach Kigelia africana Exposition

4.3.1 GD2-Exprimierung

Zunachst erfolgte die Analyse der drei Zelllinien auf GD2-positiven Zellen zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung mit 4 mg/ml KA, Propandiol oder
Medium. Die zuvor durchgefuhrten Vitalitatsanalysen zeigten bei einer KA-
Konzentration von 8 mg/ml einen starken Einfluss auf die Vitalitat der
Tumorzellen (vgl. Abb. 12 & 13). Daher wurden die durchflusszytometrischen
Versuche mit einer Konzentration von 4 mg/ml KA durchgefuhrt, um gentugend
lebendige Zellen zu erhalten, um den Effekt der KA messen zu kdnnen.

Es lield sich zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied in der GD2-Exprimierung der
drei Zelllinien feststellen. Sie lag zu allen Zeitpunkten und unabhangig von der
erfolgten Behandlung bei nahezu 100 Prozent und schien somit nicht durch die
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KA-Behandlung beeinflusst zu werden. In der PIl-Apoptose-Auswertung erfolgte
somit die Auswertung der GD2-positiven Zellen, als Unterscheidungsmerkmal
von vorhandenem Zell-Debris.

4.3.2 Apoptosemessung

Die Apoptosemessung erfolgte fur alle der Zelllinien mit der Propidiumjodid-
Farbung. In der durchflusszytometrischen Analyse der nichtneoplastischen
Fibroblasten lie sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der
Apoptoserate zwischen den unbehandelten und den mit 4 mg/ml KA oder
dementsprechendem Propandiol behandelten Zellen nachweisen, wie in Abb. 14
A abgebildet.

Wahrend die unbehandelten LS-Zellen und die LS-Zellen nach Behandlung mit
Propandiol nahezu keinen Anstieg in der Apoptoserate zeigten, stieg diese nach
KA-Behandlung deutlich an. Es zeigte sich nach 72 h ein statistisch signifikanter
Unterschied sowohl zwischen unbehandelten und KA-behandelten Zellen als
auch zwischen Propandiol- und KA-behandelten Zellen (vgl. Abb. 14 B).

Wie in Abb. 14 C abgebildet wies auch die zweite tumorale Zelllinie eine deutlich
erhohte Apoptoserate nach KA-Exposition auf. Die NB69-Zellen zeigten zu allen
Zeitpunkten deutliche Unterschiede zwischen den unbehandelten Zellen und den
Zellen nach KA-Behandlung. Nach 72 h zeigte sich zudem ein signifikanter

Unterschied zwischen der KA- und der Propandiol-Behandlung.
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Abb. 14 A-C: Darstellung der Apoptoserate der drei Zelllinien nach 24 h, 48 h und
72 h. Die Behandlung erfolgte mit Zellkulturmedium (Unbeh.), 65% Propandiol (Prop.) oder 4
mg/ml Kigelia africana Extrakt (KA). Darstellung der Durchschnittswerte aus drei unabhangigen
Messungen mit Standardabweichung. Analyse mittels One-way ANOVA (ns = nicht signifikant; *
= p <0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001).
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4.4 Western Blot: NFxB-Induktion in Neuroblastomzellen durch Kigelia

africana Behandlung

Um die vermutete Induktion des NFkB-Signalweges durch die KA-Behandlung
beurteilen zu konnen, erfolgte der Nachweis einzelner Komponenten der
Signaltransduktion des NFkB-Signalweges mittels Western Blot Analysen. Die
drei genutzten Zelllinien wurden in Bezug auf die Expression und den
Phosphorylierungsstatus von NFkB (p65) und NEMO zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach KA-Behandlung untersucht (Abb. 15-17). Um Aufschluss uber
die molekularen Details des induzierten NFxB-Aktivierungswegs zu erlangen,
erfolgte der Nachweis von spezifischen Phosphorylierungen an Serin-Resten.
Fir NEMO wurde im Rahmen der Aktivierung die Phosphorylierung von Ser376
analysiert, fur NFxB die Phosphorylierung von Ser536. Fur die Western Blot
Analysen wurden wie zuvor beschrieben Gesamtzelllysate der Zeitpunkte 30 min,
60 min, 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung genutzt. Als Kontrolle der KA-
behandelten Zellen dienten jeweils Gesamtzelllysate von mit Propandiol
(Prop65%) behandelten und unbehandelten Zellen. Als normierende
Ladekontrolle diente Cyclophilin A.

441 CCD-1064-SK-Zelllinie

Bei den Fibroblasten lieR sich nach KA-Behandlung kein Nachweis fur ein an
Ser376 phosphoryliertes NEMO erbringen, wie in Abb. 15 A abgebildet. Die
Expression von nicht phosphoryliertem NEMO in Fibroblasten schien bis auf
wenige unspezifische Signale Uber alle Messzeitpunkte hinweg recht konstant zu
bleiben, ohne deutliche Regulation durch die unterschiedlichen Behandlungen zu
zeigen. Zu den spateren Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h) nach KA-Behandlung
zeigte sich eine verstarkte Expression von NFkB, sowie von phosphoryliertem
NF«kB im Vergleich zu unbehandelten und mit Propandiol behandelten Zellen
(vgl. Abb. 15 A und B)
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Abb. 15 A-C: Proteinexpression der CCD-1064-SK-Zelllinie. Darstellung der Effekte des
KA-Extraktes (KA) mit einer Konzentration von 7,5 mg/ml auf die Expression und den
Phosphorylierungsstatus von NFkB und NEMO im Vergleich mit der Propandiollésung (P) und
unbehandelten Zellen (@). Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Western Blot von drei
unabhangigen WB-Experimenten pro Zelllinie (Abb. A). Grafisch dargestellt ist die
Semiquantifizierung der Western Blot Ergebnisse. Abgebildet sind die Mittelwerte des Gehalts an
Zielprotein (p)NFxB (Abb. B) und (p)NEMO (Abb. C) relativ zum Cyclophilin-Gehalt aus drei
biologischen Replikaten, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

4.4.2 LS-Zelllinie

In den LS-Zellen bewirkte die Behandlung mit KA im Vergleich zu unbehandelten
und mit Propandiol behandelten Zellen eine deutliche Erhohung des
phosphorylierten NFkB nach 48 h und insbesondere 72 h, wodurch von einer
erhdhten Aktivierung ausgegangen werden kann (vgl. Abb. 16 A und B). Die
Expression von NFkB erfolgte zu allen Zeitpunkten recht gleichmaRig,

unabhangig von der erfolgten Behandlung. Auch in dieser Zelllinie ergab die
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Western Blot Analyse kein spezifisches Signal fur phosphoryliertes NEMO (vgl.
Abb. 16 A). Die Expression von NEMO stellte sich Uber die Messzeitpunkte
hinweg recht konstant dar und zeigte lediglich 48 h und 72 h nach KA-
Behandlung einige Schwankungen. Die Gesamtproteinmenge der Lysate war zu
diesen Zeitpunkten durch die hohe Zahl apoptotischer Zellen nach der KA-
Exposition verringert, was sich in dem geringeren Cyclophilin A Gehalt
widerspiegelt (Vgl. Abb. 16 A und C).
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Abb. 16 A-C: Proteinexpression der LS-Zelllinie. Darstellung der Effekte des KA-
Extraktes (KA) mit einer Konzentration von 7,5 mg/ml auf die Expression und den
Phosphorylierungsstatus von NFkB und NEMO im Vergleich mit der Propandiollésung (P) und
unbehandelten Zellen (@). Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Western Blot von drei
unabhangigen WB-Experimenten pro Zelllinie (Abb. A). Grafisch dargestellt ist die
Semiquantifizierung der Western Blot Ergebnisse. Abgebildet sind die Mittelwerte des Gehalts an
Zielprotein (p)NFxB (Abb. B) und (p)NEMO (Abb. C) relativ zum Cyclophilin-Gehalt aus drei
biologischen Replikaten, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
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4.4.3 NBG69-Zelllinie

Auch die NBG69-Zellen zeigten nach der KA-Behandlung nur schwache,

unspezifische Signale fir PNEMO, sodass von keiner gezielten Phosphorylierung

und Aktivierung ausgegangen werden kann (vgl. Abb. 17 A und C). Die Abnahme
des pNEMO und NEMO-Signals im WB zum 48 h und 72 h Zeitpunkt nach KA-
Behandlung kann hier auf den deutlich reduzierten Proteingehalt der Lysate

zurlckgefuhrt werden. Das abgeschwachte Signal von Cyclophilin A spiegelt

auch hier die reduzierte Gesamtproteinmenge durch die reduzierte Anzahl vitaler

Zellen nach Behandlung mit KA wider. Die NB69-Zellen zeigten eine Zunahme

der NFxB-Phosphorylierung 72 h nach KA-Behandlung, wahrend auch die

gesamte NFkB-Expression nach 72 h etwas verstarkt zu sein schien (vgl. Abb.

17 B).
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Abb. 17 A-C: Proteinexpression der NB69-Zelllinie. Darstellung der Effekte des KA-
Extraktes (KA) mit einer Konzentration von 7,5 mg/ml auf die Expression und den
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Phosphorylierungsstatus von NFkB und NEMO im Vergleich mit der Propandiollésung (P) und
unbehandelten Zellen (@). Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Western Blot von drei
unabhangigen WB-Experimenten pro Zelllinie (Abb. A). Grafisch dargestellt ist die
Semiquantifizierung der Western Blot Ergebnisse. Abgebildet sind die Mittelwerte des Gehalts an
Zielprotein (p)NFxB (Abb. B) und (p)NEMO (Abb. C) relativ zum Cyclophilin-Gehalt aus drei
biologischen Replikaten, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Zusammenfassend konnten mithilfe der Immunoblots in allen drei Zelllinien
Nachweise einer Aktivierung des NFkB-Signalweges durch die Steigerung der
Phosphorylierung an Ser536 des p65-Molekuls erbracht werden (vgl. Abb. 15-
17). Die KA-Behandlung fuhrte bei allen drei Zelllinien zu einer Signalverstarkung
von phosphoryliertem NF«B primar nach 48 h (CCD-1064-SK und LS) und 72 h
(alle drei Zelllinien). Wahrend die Behandlung der Fibroblasten keinerlei
Nachweise fur NEMO-Phosphorylierung erbrachte, lieRen sich bei beiden
Tumorzelllinien lediglich unspezifische Signale nach Inkubation mit dem pNEMO-
Antikorper darstellen. Die teilweise veranderte Signalintensitat der Western Blots
insbesondere der mit KA-Extrakt behandelten Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten oder mit Propandiol behandelten Zellen ist auf den zytotoxischen
Effekt des Extraktes zurlckzufuhren, welcher sich in der erniedrigten
Gesamtproteinmenge der Lysate widerspiegelt. Der zytotoxische Effekt wurde
ebenso in den Ergebnissen der Vitalitatsanalysen und durchflusszytometrischen

Apoptosemessungen belegt.

4.5 Immunfluoreszenz

Die Mikroskopie der Immunfluoreszenz-gefarbten Zellen diente der quantitativen
Beurteilung des Gehaltes von EGFR, GD2, NFkB und pNFxB in den
unbehandelten Zellen und den Zellen 24 h nach Behandlung mit 1 mg/ml KA oder
Propandiol. Um  mdglichst sensitiv  Veranderungen ohne  starke
Apoptoseinduktion in den Zellen darzustellen, erfolgte die Behandlung mit einer
Konzentration von 1 mg/ml KA. Zusatzlich zu den spezifischen
Immunfluoreszenz-Farbungen lassen die Bilder Ruckschlisse auf die
Zellmorphologie der Zellen nach Behandlung ziehen. Insbesondere die zwei
Tumorzelllinien zeigten nach KA-Behandlung deutliche Anzeichen der
Zellschadigung, wie eine veranderte ZellgroRe und -form und einen pyknotisch
veranderten Nukleus (vgl. Abb. 18 B-C und 19 B-C). Wie in Abb. 18 A und 19 A
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sichtbar, stellten sich die Fibroblasten nach KA-Behandlung weniger
formverandert dar. Alle drei Zelllinien zeigen im direkten Vergleich 24 h nach
Propandiol-Exposition deutlich weniger Anzeichen der Zellschadigung als nach
KA-Exposition.

4.5.1 Neuroblastomzellen zeigen KA-induzierte EGFR-Translokation
Die Mikroskopie der Immunfluoreszenz-gefarbten CCD-1064-SK-Zellen zeigte

eine verminderte zytoplasmatische Expression des EGFR nach KA-Exposition
im Vergleich zu den mit Propandiol behandelten und unbehandelten Zellen (vgl.
Abb. 18 A). Die beiden Tumorzelllinien hingegen zeigten eine leicht reduzierte
zytoplasmatische Expression des Rezeptors 24 h nach Propandiol-Behandlung
im Vergleich mit den unbehandelten Zellen. Beide Tumorzelllinien zeigten nach
KA-Behandlung eine Translokation des EGFR-Signals in den Nukleus,
verglichen mit den mit Propandiol behandelten Zellen. Insbesondere die NB69-
Zellen lieRen zudem im Vergleich mit den mit Propandiol behandelten Zellen eine
verstarkte EGFR-Expression nach KA-Behandlung vermuten (vgl. Abb. 18 B und
C). Die quantitative Beurteilung der EGFR-Expression nach KA-Behandlung
wurde durch die veranderte Zellmorphologie der Tumorzellen erschwert.

4.5.2 GD2-Expression variiert nach KA-Behandlung
Die CCD-1064-SK-Zellen zeigten eine deutliche Abnahme der GD2-Expression

24 h nach KA-Exposition im Vergleich zu den unbehandelten und mit Propandiol
behandelten Zellen (vgl. Abb. 18 A). Auch die NB69-Zellen exprimierten 24 h
nach Propandiol-Behandlung weniger GD2, nach KA-Behandlung jedoch mehr
GD2, wahrend die LS-Zellen 24 h nach beiden Behandlungen vermehrt GD2
exprimierten (vgl. Abb. 18 B und C).

4.5.3 Neuroblastomzellen zeigen NFxB-Aktivierung nach KA- und Propandiol-
Behandlung
Far die CCD-1064-SK-Zellen liefd sich unabhangig von der Behandlung nach 24

h kein pNFkB-Signal nachweisen (vgl. Abb. 19 A). Im Gegensatz hierzu zeigten
beide Tumorzelllinien bei konstantem NFkB-Signal eine vermehrte NFxB-
Aktivierung 24 h nach Propandiol- und KA-Behandlung im Vergleich mit den
unbehandelten Zellen (vgl. Abb. 19 B-C). Dementsprechend zeigte sich die

phosphorylierte Form von NF«B leicht vermehrt im Zytoplasma und umso starker
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im Nukleus der Zellen. Zwischen der Behandlung mit Propandiol und KA lief3 sich

hier kein eindeutiger Unterschied in der NFxB-Aktivierung nachweisen.

Abb. 18 A-C: Immunfluoreszenz-Bilder der EGFR- und GD2-Expression CCD-1064-
SK-, LS- und NB69-Zelllinie. Darstellung der Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikbrpern fiir

EGFR (grin), GD2 (rot), und DAPI (blau, Kernfarbung) sowie Merge-Bilder. Bilder der
unbehandelten Zellen (0h), sowie Zellen 24 h nach Behandlung mit 1 mg/ml KA oder Prop.
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Abb. 19 A-C: Immunfluoreszenz-Bilder der pNFkB- und NFkB-Expression der CCD-
1064-SK-, LS- und NB69-Zelllinie. Darstellung der Immunfluoreszenzfarbungen mit

Antikorpern fir pNF«xB (grin), NFkB (rot) und DAPI (blau, Kernfarbung) sowie Merge-Bilder.
Bilder der unbehandelten Zellen (0h), sowie Zellen 24 h nach Behandlung mit 1 mg/ml KA oder
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Diskussion

5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die antineoplastische Wirksamkeit der Kigelia
africana auf Neuroblastomzellen in vitro zu untersuchen. Bisherige Erkenntnisse
zeigen eine antineoplastische Wirkung der Kigelia africana auf verschiedene
Krebszelllinien, jedoch ohne genauere Informationen zum Wirkmechanismus der
Pflanze (Singh et al., 2018, Higgins et al., 2010, Jackson et al., 2000, Yani et al.,
2018, Houghton et al., 1994). Um zukunftig potenziellen therapeutischen Nutzen
aus den Eigenschaften der Kigelia africana ziehen zu konnen, sollte diese Arbeit
neue Informationen zu ihren Wirkmechanismen liefern. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene Versuche durchgefuhrt, die das Zelliberleben und die
Proliferationshemmung nach KA-Exposition untersuchten. Zusatzlich sollte die
Aktivierung des NFkB-Signalweges, dessen Rolle im Zusammenhang mit dem
Uberleben von Neuroblastomzellen bisher weitestgehend unklar blieb, als
moglicher intrazellularer Wirkmechanismus nachgewiesen werden. Um die
Einflusse der KA-Behandlung auf die intra- und extrazellulare Kommunikation zu
untersuchen, wurde die Expression Neuroblastom-typischer molekularer Marker

wie GD2 und EGFR gemessen.

Nach Einschatzung der World Health Organization (WHO) stieg in den letzten
Jahren die Nutzung von traditioneller und pflanzlicher Medizin global an. In
Landern des globalen Sudens ist sie aufgrund niedriger Kosten und leichter
Zuganglichkeit Teil der medizinischen Grundversorgung, doch auch in Landern
des globalen Nordens mit konventionellem Gesundheitssystem wird die
traditionelle Medizin komplementar zu diesem genutzt (World Health
Organization, 2013). Um die 60% der antineoplastischen und antiinfektiosen
Medikamente auf dem Markt stammen ursprunglich von pflanzlichen Produkten
ab (Arena et al.,, 2020). Schon lange sind aus Pflanzen gewonnene oder
chemisch abgeleitete Stoffe in der Therapie verschiedener Krebsentitaten
etabliert. Beispiele fur pflanzliche Zytostatika mit heutigem klinischen Nutzen sind
Taxane wie Paclitaxel, ursprunglich aus der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia)
isoliert und Vinca-Alkaloide wie Vincristin mit dem Ursprung aus Madagaskar-
Immergrin (Catharanthus roseus/ Vinca rosea) (Medinger et al., 2003). Auch
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einzelne Phytochemikalien (sekundare Pflanzenstoffe) zeigen zunehmend ihr
Potential in der Krebsforschung (Khatoon et al., 2022). Grundsatzlich sind
Medikamente pflanzlichen Ursprungs und ihre Derivate auch in der westlichen

Medizin nicht mehr wegzudenken.

In dieser Arbeit sollte zunachst ein potenzieller Effekt des KA-Extraktes auf die
damit behandelten Zellen in vitro Uberpruft werden. DarUber hinaus sollte
untersucht werden, ob die Kigelia africana einen unterschiedlichen Effekt auf die
tumoralen und nichttumoralen Zellen ausubte. Die Vitalitatsanalysen wiesen eine
zeit- und dosisabhangige Reduktion der Zellvitalitat bei beiden Tumorzelllinien
nach, wahrend die Vitalitat der nichtneoplastischen Zellen nicht mafgeblich
beeinflusst wurde. Diese Veranderungen in der Vitalitat konnen entweder auf ein
modifiziertes Proliferationsverhalten und/oder eine veranderte Apoptoserate
zurlckgefuhrt werden. Die abfallende Vitalitat der unbehandelten LS-Zellen zum
72-Stunden-Zeitpunkt ist am ehesten durch das schnelle Wachstum dieser
Zelllinie und daraus resultierendem Mangel an Platz und Substraten im Vergleich
zu den langsamer Wachsenden NB69- und CCD-1064-SK-Zellen zu erklaren.

Die Apoptose-induzierende Wirkung von Kigelia africana auf Tumorzellen konnte
bereits bei unterschiedlichen Zelllinien nachgewiesen werden, wie u.a. Higgins
et al. (2010) in Melanomzelllinien und Guon und Chung (2016) in
Kolonkarzinomzellen zeigten. Auch die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen
signifikanten Anstieg der Apoptoserate in beiden Tumorzelllinien nach
Behandlung mit dem Fruchtextrakt. Die nicht-neoplastischen Fibroblasten
zeigten zu keinem Zeitpunkt nach der Behandlung eine signifikant gesteigerte
Apoptoserate. Der geringere zytotoxische Effekt der KA auf nicht-neoplastische
Zelllinien konnte auch in anderen Studien nachgewiesen werden (Chivandi et al.,
2012, Ahrens et al., 2022). Der zytotoxische Effekt konnte durch den Vergleich
zwischen KA-Extrakt und Propandiol-Losung direkt auf die Phytokomponenten
des KA-Extraktes zuruckgefuhrt werden. Visualisiert wurde dieser Effekt durch
die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Sie zeigte eine deutliche
Veranderung der Tumorzellmorphologie nach Behandlung mit dem KA-Extrakt,
wahrend die CCD-1064-SK-Zellen wenig morphologische Veranderungen

aufwiesen.
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In der Klinik ist die Amplifikation des MYCN-Gens mit einem aggressiveren
Krankheitsverlauf, Therapieversagen und schlechterem Uberleben assoziiert
(Ruiz-Pérez et al., 2017). Wahrend die MYCN-amplifizierten LS-Zellen erst nach
72 h einen signifikanten Apoptoseanstieg zeigten, zeigte sich diese Tendenz und
statistische Signifikanz bei den nicht MYCN-amplifizierten NB69-Zellen bereits
nach 24 h und stieg dann weiter an. Insgesamt schienen die NB69-Zellen
grundsatzlich etwas sensibler auf die Behandlungen anzusprechen. Eine
ahnliche Beobachtung machten Ahrens et al. (2022), bei deren Arbeit sich
Neuroblastomzellen ohne MYCN-Amplifikation sensibler fur die Behandlung mit
KA zeigten als MYCN-amplifizierte Tumorzellen. Mithilfe der Vitalitatstests lieRen
sich durch das zellulare Reduktionspotential Ruckschlisse auf die Anzahl
metabolisch aktiver Zellen zum Zeitpunkt der Messung schlielen. Mittels
Propidiumjodid-Farbung untersuchten wir in der Durchflusszytometrie, welche
Zellen sich in spaten Stadien der Apoptose mit bereits permeabler Zellmembran
befanden. Die NB69-Zellen zeigten im Zellvitalitatsversuch erst bei der hochsten
KA-Konzentration einen signifikant eingeschrankten Zellmetabolismus, hatten
jedoch insgesamt eine hohere Apoptoserate als die LS-Zellen. Obwonhl die LS-
Zellen auch bei geringeren KA-Konzentrationen einen eingeschrankten
Zellmetabolismus zeigten, konnten diese Zellen teilweise der Apoptose
entgehen, was sich durchflusszytometrisch in einer etwas niedrigeren
Gesamtapoptoserate zeigte. Dies stimmt mit dem aggressiveren
Krankheitsverlauf und schlechteren Therapieansprechen von MYCN-
amplifizierten Tumorzellen in der Klinik Uberein. Da MYCN sowohl
Zellproliferation als auch Apoptose aktivieren kann und zudem in Prozesse der
Zellzykluskontrolle und Metastasierung eingebunden ist, kann der Metabolismus
der Zelllinien hierdurch unterschiedlich reguliert werden (Huang and Weiss,
2013). Unterstitzend zu unseren Ergebnissen beschrieben Houghton et al.
(1994) bereits eine unterschiedliche Sensibilitat verschiedener Krebszelllinien
auf die Behandlung mit Kigelia africana und lie3en variables Ansprechen je nach

Tumorentitat und verschiedenen molekularen Markern vermuten.

NFkB fungiert als Teil eines komplexen Netzwerkes aus intrazellularen
Kommunikationskaskaden, die einander in Aktivierungsstatus und angestrebten
Zielgenen beeinflussen (Hoesel and Schmid, 2013). Im Rahmen dieser Arbeit

konnte mithilfe der durchgeflihrten Immunfluoreszenzfarbungen und Western
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Blots die Expression von NFkB und die durch Kigelia africana ausgelOste
Aktivierung des NF«B-Signalweges Uber die Phosphorylierung am p65-Molekul
und Translokation in den Zellkern nachgewiesen werden. Diese lief3 sich in allen
drei Zelllinien darstellen und gilt als wichtiger Faktor in der
Transkriptionsaktivierung (Sakurai et al., 2003). Proliferation und Uberleben der
Tumorzellen wurden durch die KA-Behandlung deutlich starker beeinflusst als
die der nichttumoralen Zellen. Lange wurde davon ausgegangen, dass NFxB
lediglich antiapoptotische Effekte durch die Expression antiapoptotischer
Proteine und Blockade von Signalkaskaden bewirke (Dolcet et al., 2005). Die
Aktivierung von NF«B kann jedoch auch die Tumorsuppression fordern
(Tilborghs et al., 2017): Obwohl die NFkB-Aktivierung in den meisten Zellen die
Stimulation antiapoptotischer Gene bewirkt, konnte nachgewiesen werden, dass
die Apoptose unter bestimmten Umstanden auch NFkB-abhangig stimuliert wird
(Dutta et al., 2006, Dolcet et al., 2005). Zellen konnen durch NFkB-induzierte
Genexpression fur proapoptotische Stimuli sensibilisiert werden oder uber NFkB
direkt die Transkription proapoptotischer Proteine induzieren. Zu den
proapoptotischen  Zielgenen der NF«kB-Transkriptionsfaktoren gehoren
Zelltodrezeptoren wie Fas (CD95) sowie proapoptotische Liganden wie Fas-
Ligand, TNFa und Bax (Dutta et al., 2006). Proapoptotische Stimuli fuhren zur
NFkB-abhangigen Induktion des programmierten Zelltods. Dies geschieht u.a.
uber die Veranderung der transkriptorischen Zielgene und der Promoter-
Spezifitat, sowie Uber posttranslationale Modifikationen von NF«B, bzw. der p65-
Untereinheit selbst. Die Phosphorylierung von p65 an verschiedenen
Aminosaureresten konnte als wichtiger Regulator der NF«kB-induzierten Gene
identifiziert werden und kann Uber die Apoptose induzierende oder protektive
Wirkung von NF«B entscheiden. Welcher dieser beiden Wirkmechanismen durch
NF«kB-vermittelte Transkription in Gang gesetzt wird, scheint hierbei vom Zelltyp,
der Art des zugrundeliegenden Stimulus und dem zellularen Mikroenvironment
abzuhangen. (Dutta et al., 2006)

Die Aktivierung der NFkB-Signalkaskade durch einige alternative Krebstherapien
mit nachfolgender proapoptotischer Wirkung auf Tumorzellen konnte bereits
zuvor beobachtet werden (Basséres and Baldwin, 2006). Ahrens et al (2022)
hingegen beobachteten eine hohere Apoptoseresistenz bei Neuroblastomzellen
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des Stadiums 4 mit vermehrter NFkB-Aktivierung und vermuteten daraufhin eine
protektive Rolle von NFkB gegen die zytotoxische Wirkung der KA. Die in dieser
Arbeit behandelten Neuroblastomzellen des Stadiums 3 zeigten beide
vergleichbare Level an NFkB-Aktivierung. Die nichttumoralen CCD-1064-SK
Zellen zeigten in den WB-Analysen nach 48 h und 72 h ebenfalls eine NF«B-
Aktivierung und schienen der zytotoxischen Wirkung der KA gegenuber
resistenter als die Tumorzellen zu sein. Die NFkB-Aktivierung scheint somit nicht
an sich der Indikator fur eine durch KA induzierte Apoptose oder
Apoptoseresistenz zu sein, sondern lediglich die zellulare Reaktion auf die KA-
Behandlung. Im Kontext der Literatur weisen die Ergebnisse dieser Arbeit auf
unterschiedliche nachgeschaltete Effektoren der NFkB-Signalkaskade nach KA-
Stimulus und auf die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden in tumoralen und
nichttumoralen Zellen hin.

Die Expression und Phosphorylierung von NEMO an Ser376 als wichtiger
Bestandteil des kanonischen NFkB-Signalweges nach KA-Behandlung konnte
fur keine der drei Zelllinien nachgewiesen werden. Wahrend die
nichtneoplastischen = CCD-1064-SK  Zellen keine  Expression eines
phosphorylierten IKKy (NEMO) =zeigten, lielen sich bei den beiden
Tumorzelllinien unspezifische Signale fur pNEMO darstellen, die nicht mit der
Molekulgrofde von 50kDa Ubereinstimmten. Carter et al. (2003) beschrieben die
NEMO-Phosphorylierung an unterschiedlichen Serin-Resten, sodass die
Aktivierung verwandter Isoformen von NEMO mit alternativen Modifikationen

nicht ausgeschlossen bleibt.

Um mdgliche Veranderungen in der Expression von Zelloberflachenmolekilen
zu detektieren, wurden FACS-Analysen der GD2-Expression durchgefuhrt. Die
Detektion von GD2 und EGFR mittels Immunfluoreszenzfarbungen sollte
zusatzlich die potenzielle Wirkung des KA-Extraktes auf die Zellkommunikation
visualisieren. Dies liel3 sich mithilfe spezifischer Antikdrperbindungen und dem
Nachweis von Translokation der Zielmolekule in den Zellkern zeigen.

GD2 ist als wichtiger Spieler in der Zellkommunikation bei Neuroblastomzellen
bekannt (Nazha et al., 2020). Die Messung der Expression nach KA-Exposition
ergab folgende Ergebnisse: Alle drei Zelllinien zeigten in der
durchflusszytometrischen Analyse unverandert hohe GD2-Exprimierung zu allen
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Messzeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h, 72 h), unabhangig von der erfolgten
Behandlung. Diese Ergebnisse stutzen die Beobachtung der Stadien- und
Behandlungsunabhangigen GD2-Expression auf Neuroblastomzellen anderer
Studien (Sait and Modak, 2017). Eine GD2-Expression von Fibroblasten ist
bisher nicht bekannt, wurde in dieser Arbeit jedoch mittels verschiedener
Antikorper in unabhangigen FACS- und Immunfluoreszenz-Versuchen
nachgewiesen. Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie zeigte leicht variierende
GD2-Exprimierung aller Zelllinien 24 Stunden nach Behandlung mit 1 mg/ml KA.
Die zur Apoptosemessung eingesetzte Durchflusszytometrie erfolgte jedoch
unter Verwendung einer deutlich hoheren KA-Konzentration von 4 mg/ml, was
als moglicher Einflussfaktor bertcksichtigt werden sollte. GD2 bezeichnet zudem
eine Subspezies von Disialogangliosiden, die sich durch strukturelle und
molekulare Modifikationen unterscheiden (Machy et al., 2023). Die Bindung
spezifischer Subformen von GD2 durch die unterschiedlichen genutzten
Antikorper ist somit ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fur diese
Ergebnisse. Eine Beeinflussung der Zellkommunikation mithilfe von GD2 nach
KA-Exposition konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Wahrend die IF-
Ergebnisse andeuten, dass CCD-1064-SK-Zellen GD2 etwas
herunterregulierten, schienen die Tumorzelllinien eine leichte Tendenz zur
vermehrten GD2-Exprimierung zu zeigen. Verschiedene Studien zeigten in den
letzten Jahren die Moglichkeit einer induzierten Erhohung der GD2-Exprimierung
in Neuroblastomzellen, welche bis zu diesem Zeitpunkt jedoch noch ohne
klinische Relevanz bleibt (Machy et al., 2023).

EGFR ist als Wachstumsfaktorrezeptor in vielen Fallen an der Entstehung und
Proliferation von Tumorzellen beteiligt (Sabbah et al., 2020). In vielen etablierten
Therapieregimen ist die Therapie mit EGFR-Inhibitoren daher heute langst nicht
mehr wegzudenken (Yan and Efferth, 2019). Auch Neuroblastomzellen weisen
vermehrt EGFR-Uberexpression auf, die klinisch oft mit einem malignen
Progress einhergeht (Zheng et al., 2016, Hognason et al., 2001). Die Forderung
des Tumorzellwachstums durch das Zusammenspiel und Uberexpression der
EGFR- und NF«kB-Signalwege konnte bereits in verschiedenen Tumorzelllinien
nachgewiesen werden (Alberti et al.,, 2012, Lehman et al., 2018). Die
durchgefuhrte Immunfluoreszenz zeigte in den CCD-1064-SK Zellen eine
verminderte Expression des Wachstumsfaktorrezeptors nach Behandlung mit
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Kigelia africana. Die Tumorzelllinien entgegen zeigten nach KA-Behandlung eine
Translokation des Signals in den Zellkern, wobei insbesondere bei den NB69 die
Signalintensitat verstarkt wurde. Nach Translokation in den Zellkern beeinflusst
der EGFR die Transkription der Zelle (Brand et al., 2013). Ahnliche
Beobachtungen machten Ahrens et al. (2022), bei denen Zellen ohne MYCN-
Amplifikation mit erhohter EGFR-Expression auf KA-Behandlung reagierten.
Eine vermehrte EGFR-Expression kann in Tumorzellen die ligandenvermittelte
Apoptose einleiten, was sich in den erhohten Apoptoseraten der NB69-Zellen
dieser Arbeit widerspiegelt (Hognason et al., 2001). Auch in anderen
Neuroblastomzelllinien konnte eine erhohte EGFR-Expression als Reaktion auf
zytotoxische Stimuli beobachtet werden (Michaelis et al., 2008). Diese Arbeit
zeigt somit die Moglichkeit der KA-assoziierten Regulierung der EGFR-
Expression in Neuroblastomzellen. Um diese Beobachtung zu Uberprufen sind
weitere Untersuchungen, moglichst mit weiteren Neuroblastomzelllinien unter
KA-Behandlung notwendig.

Grundsatzlich zeigt eine erhdohte EGFR-Expression in Tumorzellen eine
Korrelation zu Medikamentenresistenzentwicklung (Yan and Efferth, 2019).
Insbesondere die zytotoxische Wirkung naturlicher Produkte scheint jedoch
weniger durch Resistenzentwicklung beeintrachtigt zu werden (Yan and Efferth,
2019). Dies zeigt im Hinblick auf die Korrelation zwischen
Chemotherapieresistenz und EGFR-Uberexpression in Neuroblastomzellen

Potential fir zukunftige Therapieansatze (Michaelis et al., 2008).

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Anwendungsgebiete in der traditionellen
Medizin und der nachgewiesenen antineoplastischen Wirkung, ist die
biochemische Zusammensetzung der Kigelia africana von grolRem Interesse. Die
vorhandene Studienlage unterscheidet sich hier hinsichtlich der genutzten
Pflanzenbestandteile, Probengewinnung, Extraktions- und Analysemethoden. Es
konnten 150 verschiedene Inhaltsstoffe der Pflanze identifiziert werden, deren
grolRte Gruppen Iridoide, Naphtoquinone, Flavonoide, Terpene und
Phenylethanolglykoside darstellen (Bello et al., 2016). Die chemische Analyse
sollte helfen die antineoplastische Aktivitat des genutzten KA-Extraktes auf
bestimmte Phytokomponenten zurlckfuhren zu konnen, die bereits

antiinflammatorische und antitumorale Wirkung auf verschiedene Krebszelllinien
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gezeigt hatten: Verbascosid konnte auch in anderen KA-Fruchtextrakten als eine
der am hochsten konzentrierten bioaktiven Komponenten identifiziert werden und
zeigt proliferations- und metastasierungshemmende Wirkung auf Brust- und
Ovarialkarzinomzellen (Costa et al., 2017, Daneshforouz et al., 2021, Ren et al.,
2022). Ein potenzieller Nutzen zeigte sich zudem in der Chemosensibilisierung
von Kolonkarzinomzellen (Attia et al., 2018). Die ebenfalls nachgewiesene
Ferulasaure (ferulic acid) bewirkt die Induktion eines Zellzyklusarrests und
Apoptose, sowie die Inhibition von Zellinvasion und Migration (Bao et al., 2023).
Cumarsaure wirkt in Kolonkarzinomzellen proliferationshemmend, ebenso
Luteolin in Glioblastomzellen (Anson et al., 2018, Roy et al., 2016). In Brustkrebs-
und Kolonkarzinomzellen inhibiert Minescosid die Metastasierung durch
Suppression des Chemokinrezeptors CXCR4 (Kim et al., 2020). Die Analyse
weist bereits viele bioaktive Inhaltsstoffe im hier genutzten Fruchtextrakt nach,
die in Zusammenschau mit den Ergebnissen der Vitalitats- und
Apoptosemessungen das therapeutische Potential der Kigelia africana
verdeutlichen.

Trotz der Therapiefortschritte der letzten Jahre erleiden Vviele
Neuroblastompatienten mit hohem Risikoprofil ein Rezidiv oder zeigen nur
unzureichendes Ansprechen auf die initiale Therapie (Whittle et al., 2017). Far
diese Patienten gibt es keine gut etablierten, kurativen Therapieschemata und
die Gesamtuberlebensrate von Patienten nach einem Neuroblastomrezidiv liegt
bei 20% (Whittle et al., 2017). Die Entwicklung von Resistenzmechanismen wie
der Immunevasion tragt zum geringen Therapieerfolg in dieser Patientengruppe
bei (Kholodenko et al., 2018). Rezidivtumoren zeigen durch vorangegangene
Chemotherapie haufig eine deutlich veranderte Biologie im Vergleich zum
Primartumor (Whittle et al., 2017).

Phytochemikalien zeigen zunehmend ihr Potenzial als Chemosensibilisierer von
Tumorzellen in vitro, in vivo und in klinischen Versuchen (Khatoon et al., 2022).
Die Chemosensibilisierung von Krebszellen und Unterdrickung von
Medikamentenresistenzen durch einzelne, in der KA enthaltene Komponenten
gelang bereits in verschiedenen in vitro Versuchen (Costea et al., 2020, Lin et
al., 2008). Eine Steigerung der Therapieeffektivitat auf Neuroblastom-Zellen
konnte in der Immuntherapie durch die Kombination von IL-2 und Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) mit einem Anti-GD2-AK
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nachgewiesen werden (Pistoia et al., 2011). Durch die Kombination scheint die
antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat auf die Tumorzellen verstarkt zu
werden (Pistoia et al., 2011). Diese Erkenntnisse verdeutlichen die Relevanz
alternativer Therapieoptionen zur Steigerung der Therapieeffektivitat und
moglicher Chemosensibilisierung von NB-Zellen. Die Bandbreite der beteiligten
molekularen Mechanismen spiegelt die Heterogenitat der
Neuroblastomerkrankung wider und verdeutlicht die Herausforderungen in deren

Forschung und Behandlung.
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6 Zusammenfassung

Als eine der am haufigsten im Kindesalter auftretenden Tumorentitaten ist das
Neuroblastom in der Klinik und der Krebsforschung ein hochrelevantes Thema.
Die Konstellation verschiedener Risikofaktoren und eine hohe Rezidivrate
bereiten weiterhin grol3e Hindernisse in der Neuroblastomtherapie und machen
die Forschung zu zusatzlichen Therapieoptionen unerlasslich. Die Kigelia
africana gilt als traditionelle Heilpflanze und bietet gro3es Potential im Rahmen
der Krebsforschung. Diese wissenschaftliche Arbeit demonstriert das
antineoplastische Potential der Kigelia africana und bietet Einblicke in deren
molekulare Wirkmechanismen in Neuroblastomzellen in vitro. Sie liefert
Nachweise fur die dosis- und zeitabhangige, signifikante Hemmung zweier
Neuroblastomzelllinien. Diese Hemmung zeigt sich bei positivem Status des
klinischen Hochrisikomerkmals der MYCN-Gen-Amplifikation in einer der
Zelllinien und geht mit einem gleichzeitig geringeren zytotoxischen Effekt auf die
nichtneoplastische Zelllinie einher. Zusatzlich weisen die hier gewonnenen
Erkenntnisse die Beteiligung der NFkB-Signalkaskade und deren Aktivierung
uber das p65-Molekul als Wirkmechanismus nach. Es zeigte sich keine
Modulation der Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit NEMO am
Ser376-Molekul nach KA-Behandlung. Die Beeinflussung des Zellmetabolismus
und der zellularen Kommunikation von Neuroblastomzellen durch Regulierung
von EGFR und NF«B durch die Kigelia africana wird mittels Immunfluoreszenz
und Western Blot nachgewiesen. Wahrend diese und weitere Arbeiten die
antineoplastische Wirkung der Kigelia africana nachweisen, fehlen weiterhin
genaue Details uber die biologisch aktiven Inhaltsstoffe der Pflanze und deren
molekulare Wirkmechanismen. Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit
wurden sie zum besseren Verstandnis der antineoplastischen Wirkung beitragen,
um die Kigelia africana als zukunftigen Bestandteil der Krebsforschung nutzen
zu konnen. Diese Dissertation liefert Nachweise fur das therapeutische Potenzial
der Kigelia africana im Hinblick auf direkte Apoptoseinduktion von Tumorzellen.
Zusatzlich bietet sie Hinweise fur den potenziellen Nutzen der Kigelia africana im
Rahmen der Tumorzellsensibilisierung zur Erweiterung bereits bestehender

Therapieregime.
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6.1 Summary

Neuroblastoma is one of the most frequent occurring cancers in children and
remains a challenge in research and therapy. Combinations of different risk
factors and a high relapse rate among neuroblastoma patients underline the
importance of additional treatment options. Kigelia africana is a traditional healing
plant and possesses great potential as an anticancer agent as shown in the
present and many other studies.

This experimental study demonstrates antineoplastic properties of Kigelia
africana (KA) against neuroblastoma cells in vitro. It presents clear evidence for
the significant inhibition of two neuroblastoma cell lines in a dose and time
dependent manner, of which one shows the clinical high risk factor of MYCN-
gene-amplification. At the same time the plant extract showed little cytotoxicity
towards the tested non-neoplastic cell line. This dissertation additionally yields
proof for KA-mediated activation of the NFkB-Pathway via phosphorylation of the
p65-subunit as a central mechanism of action. Activation of the NFkB-Pathway
may occur via the non-canonical pathway or through different posttranslational
modified versions of the NEMO subunit. Nevertheless, Kigelia africana treated
cells showed mediation of cell metabolism and cell communication through
affecting EGFR and NF«kB expression and activation. As proven in this and many
other studies Kigelia africana yields promising anticancer effects is various tumor
entities, while very little is known about its bioactive phytocomponents and
mechanisms of action. Based on results of this dissertation further knowledge in
this regard would be of great benefit in order utilize Kigelia africana in future
cancer research.

In summary, this dissertation demonstrates the therapeutical potential of Kigelia
africana by direct induction of apoptosis in neuroblastoma cells in vitro.
Furthermore, it provides insights about its effect mechanism and potential role in
chemosensitization of neuroblastoma cells and augmentation of established
therapeutic options. The range of underlying molecular mechanisms reflects the
heterogeneity of neuroblastoma disease and highlights the challenges in its

research and treatment.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

A ettt e st st e eateeteenbeenteens Antikorper
ALK s Anaplastischen Lymphomkinase
ANOVA . et Analysis of Variance
ATCC e American Type Culture Collection
BAFF s B-Zell Aktivierungsfaktor
B S A e e e Bovine Serum Albumin
LG P TRRR Computertomographie
DINA e Desoxyribonukleinsaure
DPBS ... Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
DSMZ......cccccveuenee. Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
ECACC.....co o, European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECL e Enhanced chemiluminescence
E G e Epidermal growth factor
EGFR .o Epidermal growth factor receptor
FACS ...t Fluorescence activated cell sorter
F S e e e Fetales Kalberserum
F T C e Fluoresceinisothiocyanat
G2 .. Disialogangliosid 2
GM-CSF......ccooiinn. Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor
GWAS .. s Genomweite Assoziationsstudien
[kB e Inhibitor of nuclear factor kappa B
IDRF <o Image Defined Risk Factors
LK et st st e st e et e et eebe e beenaeenbeenaeens IkB-Kinase
Iy PR RPRTSR Interleukin-1
IMDM ..o Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
INGRSS ... International Neuroblastoma Risk Group Staging System
INSS ... International Neuroblastoma Staging System
JAK/STAT ............ Januskinase/ signal transducers and activators of transcription
KA ettt ettt b e nreenaeenaeen Kigelia africana
MIBG ..ot Metaiodobenzylguanidin
IMIRT e Magnetresonanztomographie
MY CIN L.ttt ettt st e st e s e besaeese e tesaeensasbeeneensenseas N-Myc
] = PRSP Neuroblastom
NEMO ...t NFkB essential modulator
NFKB ..o Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NI et NFkB-inducing-kinase
NLS e e Nuclear localisation sequence
NSE ..o e Neuronenspezifische Enolase
PeN-SIrep...c.oooeece e Penicillin-Streptomycin
PHOXZ2B ... Paired-like homebox 2B-Gen
Pl e e st e Propidiumjodid
PISKIAKL ...t Phosphoinositid-3-Kinase/Akt
RAS/MAPK ...t RAS/Map-Kinase
RHR .. Rel-homology-region
RIN A ettt sttt et et aean Ribonukleinsaure
RPMI.cei e Roswell Park Memorial Institute
T A e Transaktivierungsdomane
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T B S et Tris-Buffered Saline
TBST e e Tris-Buffered Saline -Tween
TGF -0l e Transforming growth factor
LT = 2SSO Western Blots
WHO ... World Health Organization
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